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Nota 

Assim como a medicina, a bioqmmica e uma ciencia em constante evolugao. A medida que novas pesquisas e a propria 
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mento que pretendam administrar, para se certificar de que a informagao contida neste livro esta correta e de que nao 
houve alteragao na dose recomendada nem nas precaugoes e contraindicagoes para o sen uso. Essa recomendagao e par- 
ticularmente importante em relagao a medicamentos introduzidos recentemente no mercado farmaceutico on raramente 
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primeiro curso de bioquimica, o livro Principios de Bioqui¬ 
mica de Lehninger teve uma grande influencia no redirecio- 
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esclarecimento do processo de migragao do DNA na descen- 
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reparo do DNA, tal como Deinococcus radiodurans, e a apli- 
cagao desses sistemas de reparo na biotecnologia. 
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com David L. Nelson) em cursos intensivos de bioquimica, 
para estudantes de graduagao, e sobre estrutura e topologia de 
DNA, interagoes DNA-proteina, bem como a bioquimica da re¬ 
combinagao em cursos de pos-graduagao. Os projetos mais re- 
centes consistem na organizagao de um novo curso sobre res- 
ponsabilidade profissional para estudantes do primeiro ano da 
pos-graduagao e o estabelecimento de um programa sistemati- 
co para atrair para o laboratorio estudantes de bioquimica ta- 
lentosos em um estagio inicial de suas carreiras universitarias. 
Recebeu premios por suas atividades tanto de ensino como 
de pesquisa, incluindo o Premio Dreyfus Teacher-Scholar, em 
1989, o Premio da Eli Lilly em quimica biologica e, em 2009, o 
Premio Regents Teaching Excellence da University of Wiscon¬ 
sin. Ele e tambem muito ativo nos esforgos nacionais de prover 
novas diretrizes para a educagao em bioquimica no nivel de 
graduagao. Seus hobbies incluem a transformagao de 18 acres 
de uma fazenda no Wisconsin em um arboreto, colegao de vi- 
nhos e participagao em projetos de predios de laboratories. 


Nota sobre a Natureza da Ciencia 


N o seculo XXI, a educagao cientifica com frequencia deixa 
de lado o suporte filosofico da ciencia on confia em defi- 
nigoes simplificadas demais. Se voce pretende seguir uma 
carreira em ciencias, pode ser util considerar uma vez mais os 
termos ciencia, cientista e metodo cientMco. 

Ciencia e tanto um modo de pensar sobre o mundo natu¬ 
ral como a soma das teorias e iuformagoes que resultam desse 
pensamento. 0 poder e o sucesso da ciencia resultam direta- 
mente da confianga nas ideias a serem testadas: informagao 
sobre fenomenos naturals que podem ser observados, medidos 
e reproduzidos, alem de teorias que tern valor prognostico. 0 
progresso da ciencia se baseia em uma suposigao fundamental 
muitas vezes nao explicita, mas crucial para a empreitada: a de 
que as leis que governam as forgas e os fenomenos existentes 
no universo nao estao sujeitas a mudangas. 0 ganhador do Pre- 
mio Nobel Jacques Monod se referiu a essa suposigao como o 
“postulado da objetividade”. Assim, o mundo natural pode ser 
compreendido aplicando-se um processo de questionamento - 
o metodo cientifico. A ciencia nao poderia ter sucesso em um 
universo que nos pregasse pegas. Diferentemente do postulado 
da objetividade, a ciencia nao faz nenhuma afirmativa inviola- 
vel sobre o mundo natural. Uma ideia cientifica util e aquela 
que (1) tenha sido ou possa ser mensurada de maneira repro- 
duzivel e (2) pode ser utilizada para prever novos fenomenos 
de maneira precisa. 

As ideias cientificas podem assumir muitas formas. Os ter¬ 
mos que os cientistas utilizam para descreve-las tern significa- 
dos bem diferentes daqueles aplicados por nao cientistas. Uma 
hipotese e uma ideia ou afirmagao que fornece uma explicagao 
razoavel ou testavel para uma ou mais observagoes, mas talvez 
nao tenha ampla comprovagao experimental. Uma teoria cien¬ 
tifica e muito mais do que um palpite. E uma ideia comprovada 
ate certo ponto e que fornece iuformagoes para um corpo de 
observagoes experimentais. Uma teoria pode ser testada e de- 
senvoMda, constituindo, assim, uma base para avangos e ino- 
vagoes. Quando uma teoria cientifica e repetidamente testada 
e validada em vMas frentes, pode ser aceita como fato. 

E importante ressaltar que aquilo que constitui a ciencia 
ou uma ideia cientifica se define pelo fato de ser ou nao publi- 
cado na literatura cientifica apos ter sido revisado por outros 
cientistas. Cerca de 16 mil revistas cientificas revisadas por 
cientistas publicam, no mundo todo, por volta de 1,4 milhao de 
artigos a cada ano, uma rica e continua safra de iuformagoes 
que e patrimonio de todo ser humano. 

Cientistas sao individuos que aplicam rigorosamente o 
metodo cientifico para compreender o mundo natural. 0 fato 
de ser graduado em determinada disciplina nao torna a pessoa 
um cientista, nem a falta de tal graduagao impede que alguem 
faga importantes contribuigoes cientificas. Um cientista pre¬ 
cisa ter o impeto de desafiar uma ideia quando novos achados 
o exigem. As ideias que um cientista aceita devem ser funda- 
mentadas em observagoes reproduziveis e mensuraveis, rela- 
tando essas observagoes com total honestidade. 


0 metodo cientifico e, na realidade, uma colegao de ca- 
minhos, todos levando a uma descoberta cientifica. No caminho 
da hipotese e experimentagdo, o cientista levanta uma hipote¬ 
se e a submete a um teste experimental. Muitos processes com 
os quais os bioquimicos trabalham todos os dias foram desco- 
bertos dessa maneira. A estrutura do DNA elucidada por James 
Watson e Francis Crick levou a hipotese de que os pares de ba¬ 
ses constituiam a base para a transferencia de iuformagoes na 
sintese de polinucleotideos. Essa hipotese ajudou a inspirar a 
descoberta da DNA-polimerase e da RNA-polimerase. 

Watson e Crick produziram sua estrutura do DNA por meio 
de um processo de construgdo de modelo e cdlculo. Nao hou- 
ve experimento real envolvido, embora a construgao do mo¬ 
delo e os calculos realizados tenham utilizado dados coletados 
por outros cientistas. Muitos cientistas aventureiros aplicaram 
o processo de exploragdo e observagdo como um caminho 
para a descoberta. Viagens historicas de descoberta (entre elas 
a de Charles Darwin no H.M.S. Beagle, em 1831) ajudaram 
no mapeamento do planeta, na catalogagao dos seres vivos, e 
modificaram a forma como encaramos o mundo. Os cientistas 
modernos segnem um caminho semelhante quando exploram 
as profundezas do oceano ou langam sondas para outros pla- 
netas. Um processo analogo ao da hipotese e experimentagao 
e o da hipotese e dedugdo. Crick fundament ou que deveria 
existir uma molecula adaptadora que facilitasse a tradugao da 
informagao do RNA mensageiro em proteina. Essa hipotese do 
adaptador levou a descoberta do RNA de transferencia, por 
Mahlon Hoagland e Paul Zamecnik. 

Nem todos os caminhos para a descoberta envolvem plane- 
jamento. Frequentemente a sorte tambem faz sua parte. A des¬ 
coberta da penicilina por Alexander Fleming, em 1928, e dos 
RNA catalisadores por Thomas Cech, no inicio dos anos 1980, 
foram duas descobertas feitas por um golpe de sorte, embora 
alcangadas por cientistas bem preparados para explora-las. A 
inspiragdo tambem pode levar a importantes avangos. A rea- 
gao em cadeia da polrmerase (PCR), que atualmente constitui 
parte central da biotecnologia, foi desenvoMda por Kary Mullis 
apos um lampejo de inspiragao durante uma viagem pelo norte 
da California em 1983. 

Esses diversos caminhos que levam a descoberta cientifi¬ 
ca podem parecer um tanto diferentes, mas tern importantes 
aspectos em comum. Eles se concentram no mundo natural. 
Baseiam-se na observagdo e/ou experimentagdo reproduzi¬ 
veis. Todas as ideias, palpites e fatos experimentais que se ori- 
ginam dessas empreitadas podem ser testados e reproduzidos 
por cientistas em qualquer lugar do mundo. Todos podem ser 
utilizados por outros cientistas para construir novas hipoteses 
e fazer novas descobertas. Todos levam a informagao, que e 
inclnida apropriadamente no mundo da ciencia. A compreen- 
sao do universo requer trabalho arduo. Ao mesmo tempo, ne¬ 
nhuma Jornada humana e mais empolgante e potencialmente 
recompensadora do que a tentativa, as vezes bem-sucedida, de 
compreender parte do mundo natural. 


Prefacio 


A medida que completamos a 6- edigao da obra Principios 
de Bioquimica de Lehninger, somos novamente sur- 
preendidos pelas mudangas extraordinarias no campo da 
bioquimica que ocorreram entre as edigoes. 0 enorme volume 
de novas informagoes de sequenciamento de DNA de alto ren- 
dimento, cristalografia por raios X e a expressao genica e ma- 
nipulagao de genes, para citar somente tres exemplos, desafia 
tanto o pesquisador experiente como o estudante de bioquimi¬ 
ca principiante. Nosso objetivo e atingir um equilibrio: incluir 
novos e interessantes resultados de pesquisas sem tornar o li- 
vro muito pesado para os estudantes. 0 principal criterio para 
a inclusao e que o novo resultado ajude a ilustrar um importan- 
te principio da bioquimica. 

A imagem da capa, um mapa das transformagoes metabo- 
licas conhecidas em uma mitocondria, ilustra a riqueza do ma¬ 
terial disponivel atualmente sobre as transformagoes bioquimi- 
cas. Nao e mais possivel tratar as “vias” metabolicas como se 
ocorressem de modo isolado; um unico metabolite pode fazer 
parte simultaneamente de muitas vias em uma rede tridimen¬ 
sional de transformagoes metabolicas. A pesquisa bioquimica 
se concentra mais e mais nas interagoes entre essas vias, na 
regulagao de suas interagoes no nivel do gene e da proteina 
e nos efeitos da regulagao sobre as atividades da celula on do 
organismo inteiro. 

Esta edigao de Principios de Bioquimica de Lehninger 
reflete essa realidade. Muito do conteudo adicionado reflete a 
compreensao crescente e sofisticada sobre os mecanismos de 
regulagao, incluindo aqueles envoMdos na alteragao da sinte- 
se e da degradagao de enzimas, os responsaveis pelo controle 
e sincronizagao da sintese de DNA e do ciclo celular e aque¬ 
les que integram o metabolismo dos carboidratos, gorduras e 
proteinas ao longo do tempo em resposta a alteragoes no meio 
ambiente e nos diferentes tipos celulares. 

Apesar do esforgo para incorporar os ultimos e principals 
avangos, determinados aspectos do livro permanecem inalte- 


rados. Continua-se enfatizando a relevancia da bioquimica nos 
mecanismos moleculares das doengas, destacando o sen pa- 
pel fundamental no avango da saude e do bem-estar humano. 
A base metabolica do diabetes e os fatores que predispoem a 
doenga e um tema especial. Este tema esta entremeado em 
muitos capitulos e serve para integrar a discussao do metabo¬ 
lismo. A teoria da evolugao e a base sobre a qual repousam 
todas as ciencias biologicas, e a todo instante e ressaltado sen 
importante papel para a bioquimica. 

0 progresso em bioquimica, em um gran significative, avan- 
ga em paralelo com o desenvolvimento de tecnicas e ferramen- 
tas melhores. Portanto, destacamos alguns desses desenvoM- 
mentos cruciais. 0 Capitulo 9, Tecnologias da informagao com 
base em DNA, em particular, foi revisado de modo significative 
para incluir os ultimos avangos em genomica e no sequencia¬ 
mento da proxima geragao. 

Por fim, foi dedicada muita atengao para tornar o texto e 
as figuras ainda mais uteis aos estudantes que estao cursando 
bioquimica pela primeira vez. Para aqueles que ja conhecem o 
livro, algumas dessas mudangas se tornam 6bvias logo que o 
abrirem. 

Em cada revisao deste livro-texto, existe sempre o empe- 
nho para manter a qualidade que tornou o texto original de 
Lehninger um classico com redagao clara, explicagoes cuida- 
dosas de conceitos complexes e a comunicagao esclarecedora 
aos estudantes sobre os meios pelos quais a bioquimica e en- 
tendida e praticada hoje. Os autores escrevem juntos ha quase 
25 anos e pensam juntos sobre bioquimica ha quase 30. Os mi- 
Ihares de estudantes na University of Wisconsin-Madison tern 
side, ao longo desses anos, uma continua fonte de ideias de 
como apresentar a bioquimica de forma mais clara, servLndo 
como fonte de inspiragao e esclarecimento. Espera-se que esta 
6" edigao do Lehninger esclarega e inspire a todos os atuais 
estudantes de bioquimica e, quern sabe, leve alguns deles a 
amar a bioquimica como nos a amamos. 


Novas figuras 

A mudanga mais obvia no livro e a reformulagao com- 
pleta das figuras. 0 objetivo foi aumentar a pedagogia, 
utilizando recursos graficos modernos para tornar o as- 
sunto o mais claro possivel. Muitas figuras ilustram no¬ 
vos topicos e o estilo grafico foi refeito e modernizado. 
As caracteristicas que definem as novas figuras incluem: 

► Interpretagao mais inteligente de figuras clas- 
sicas, sao mais faceis de ler e compreender; 


Chaperoninas no enovelamento de proteinas 
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► Figuras que formam par com desenhos esquemati- 

cos, geradas especificamente para este livro, com esque- 
mas de formas e cores internamente consistentes 

► Figuras com etapas numeradas e comentadas ajudam 
a explicar processos complexos e, em muitos casos, textos 
descritivos da legenda foram transferidos para a propria 
figura 

► Resumes ilustrados ajudam o estudante a lembrar o qua- 
dro geral enquanto estuda as partes especificas 


Metabolismo energetico no figado durante jejum prolongado ou no 
diabetes melito nao controlado 


Genomica atualizada 

As tecnicas modernas da genomica transformaram nosso 
entendimento da bioquimica. Nesta edigao, atualizamos 
significativamente a cobertura dos metodos genomicos e 
suas aplicagoes. 0 Capitulo 9, Tecnologias da informagao 
com base no DNA, foi completamente revisado para incor- 
porar os ultimos metodos genomicos. Muitos outros capitu- 
los foram atualizados para refletir os avangos obtidos com 
esses metodos. Entre os novos metodos genomicos discuti- 
dos nesta edigao estao: 

► Sequenciamento de DNA de proxima geragao, incluin- 
do os metodos e plataformas de sequenciamento Ilu- 
mina e 454 (Capitulo 9) 

► Aplicagoes da genomica, inclnindo o uso de haplotipos 
para rastrear migragoes humanas e filogenetica para 
localizar genes humanos associados com doengas here- 
ditarias (Capitulo 9) 

► Genotipagem forense e o uso de genomica personaliza- 

da na medicina (Capitulo 9) Sequenciamento de proxima geragao de terminagao reversivel 
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Ciencia nova 

Todos os capitulos foram inteiramente revisados e atualizados 
para incluir os avangos mais importantes na area e a informa¬ 
gao necessaria para um livro de bioquimica moderno. Entre os 
topicos novos e atualizados nesta edigao estao: 

► Evolugao prebiotica, fumarolas negras e o mundo do RNA 
(Capitulo 1) 

► Proteinas desordenadas intrinsecamente (Capitulo 4) 

► AnMogos de estados de transigao e inibigao irreversivel 
(Capitulo 6) 

► Vias da coagulagao sanguinea no contexto da regulagao en- 
zimatica (Capitulo 6) 



Ligagao da extremidade carboxiterminal da p53, intrinsecamente desor- 
denada, aos seus parceiros 
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► Distribuigao lipidica assimetrica nas bicamadas (Capitulo 

11 ) 

► Papel das protemas da superfamilia BAR na curvatura da 
membrana (Capitulo 11) 

► Protemas de suporte (AKAPS e outras) e sens papeis regu- 
ladores (Capitulo 12) 

► Especies reativas de oxigenio como subprodutos e como 
sinais (Capitulo 19) 

► Estrutura e fungao do centro metalico de geragao de oxige¬ 
nio no FSll (Capitulo 19) 

► Formagao e transporte de lipoproteinas nos mamiferos, in- 
cluindo o papel da SCREBP SCAP e Insig na regulagao do 
colesterol (Capitulo 21) 

► Integragao do metabolismo de carboidratos e lipideos por 
PPAR, SREBP, mTORCl e LXR (Capitulos 21, 23) 

► Creatina fosfato e o papel da creatina-cinase na mobiliza- 
gao do ATP para o citosol (Capitulo 23) 


► Simbiontes microbianos no intestino e sua influencia no 
metabolismo energetico e na adipogenese (Capitulo 23) 

► Nucleossomos: sua modificagao e posicionamento e a es¬ 
trutura de ordem superior da cromatina (Capitulo 24) 

► DNA-polimerases e a recombinagao homologa eucariotica 
(Capitulo 25) 

► Carregamento da RNA-polrmerase 11 (Capitulo 26) 

► A natureza resistente a mutagoes do codigo genetico 
(Capitulo 27) 

► Regulagao da expressao genica dos eucariotos pelos 
miRNA (Capitulos 26 e 28) 

► As algas do DNA, o controle combinatorio, o remodela- 
mento da cromatina e a regulagao positiva nos eucariotos 
(Capitulo 28) 

► Regulagao da iniciagao da transcrigao nos eucariotos 
(Capitulo 28) 

► Receptores nucleares ligantes de esteroides (Capitulo 28) 


Novos metodos bioqui'micos 

Uma avaliagao da bioquimica muitas vezes requer uma com- 
preensao de como e obtida a informagao. Alguns dos novos me¬ 
todos e atualizagoes descritos nesta edigao sao: 

► Moderno sequenciamento de proteinas de Sanger e espec- 
trometria de massas (Capitulo 3) 

► Espectrometria de massas aplicada a proteomica, a glico- 
mica, a lipidomica e a metabolomica (Capitulos 3, 7 e 10) 

► Microarranjos de oligossacarideos para explorar as intera- 
goes proteina-oligossacarideo e o “codigo dos carboidratos” 
(Capitulo 7) 


► Metodos genomicos modernos (Capitulo 9) 

► Engenharia genetica de organismos fotossinteticos (Capi¬ 
tulo 20) 

► Uso de tomografia de emissao de positrons (PET) para vi- 
sualizar tumores e tecido adiposo marrom (Capitulo 23) 

► DesenvoMmento de linhagens bacterianas com codigos ge- 
neticos alterados, para a insergao de novos aminoacidos em 
sitios especificos nas proteinas (Capitulo 27) 


Novas aplica^es clinicas 

] Este icone e utilizado em todo o livro para indicar temas 
. ^ de interesse clinico. Como professores, nosso objetivo e 
que os estudantes aprendam a bioquimica e compreendam sua 
relevancia para uma vida e um planeta mais saudaveis. Muitas 
segoes exploram o que sabemos sobre os mecanismos molecu- 
lares das doengas. Algumas das aplicagoes clinicas novas ou 
revisadas desta edigao sao: 

► Quadro 4-6, Morte por enovelamento incorreto: doengas 
prionicas 

► Sindromes de Paganini e de Ehlers-Danlos (Capitulo 4) 

► Inibidores da protease do HIV e como os principios enzima- 
ticos basicos influenciam seus desenhos (Capitulo 6) 

► Cascata da coagulagao sanguinea e hemofilia (Capitulo 6) 

► A cura da doenga do sono africana com um inibidor enzi- 
matico suicida (Capitulo 6) 


► Como os pesquisadores localizam os genes humanos envol- 
vidos nas doengas hereditarias (Capitulo 9) 

► Transportadores de resistencia a multifarmacos e sua im- 
portancia na medicina clinica (Capitulo 11) 

► Progressao do cancer colorretal em multiplas etapas (Ca¬ 
pitulo 12) 

► Metabolismo do colesterol, doenga cardiovascular e meca- 
nismo de formagao de placa na aterosclerose (Capitulo 21) 

► Interagao entre P-450 e farmacos (Capitulo 21) 

► HMG-CoA-redutase (Capitulo 21) e Quadro 21-3, A hipote- 
se lipidica e o desenvolvLmento das estatinas. 

► Quadro 24-1, A cura de doengas pela inibigao das topoisome- 
rases, descreve o uso de inibidores de topoisomerases no tra- 
tamento de cancer e infecgoes bacterianas, incluindo material 
sobre ciprofloxacina (o antibiotico efetivo contra antraz). 

► Celulas-tronco (Capitulo 28) 
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Topico especial: compreensao do metabolismo por meio da obesidade e do diabetes 


A obesidade e suas consequencias para a saude - doenga car¬ 
diovascular e diabetes - estao se tornando epidemicas no mun- 
do, motivo pelo qual incluiu-se material novo sobre as cone- 
xoes bioquimicas entre obesidade e saude. 0 foco no diabetes 
proporciona um topico integrado em todos os capitulos sobre 
metabolismo e seu controle; assim, espera-se que o tema ins¬ 
pire alguns estudantes a encontrar solugoes para essa doenga. 
Algumas das segoes e quadros que destacam a interagao entre 
metabolismo, obesidade e diabetes sao: 

► Diabetes nao tratado produz acidose potencialmente 
letal (Capitulo 2) 

► Quadro 7-1, Dosagem da glicose sanguinea no diag- 
nostico e no tratamento do diabetes, apresenta a gli- 
cagao da hemoglobina e AGE e sens papeis na patolo- 
gia do diabetes avangado 

► A captagao da glicose e deficiente no diabetes melito 
do tipo 1 (Capitulo 14) 

► Os corpos cetonicos sao produzidos em excesso du¬ 
rante o jejum e no diabetes (Capitulo 17) 

► Algumas mutagoes no genoma mitocondrial causam 
doenga (Capitulo 19) 

► 0 diabetes pode ser resultado de defeitos nas mito- 
condrias das celulas p pancreaticas (Capitulo 19) 

► 0 tecido adiposo produz glicerol-3-fosfato por glice- 
roneogenese (Capitulo 21) 


0 diabetes melito origina-se por defeitos na produgao ou na 
agao da insulina (Capitulo 23) 

Segao 23.4, A obesidade e a regulagao da massa corporal, 
inclui uma nova discussao sobre o papel de TORCl na re¬ 
gulagao do cresclmento celular 

Segao 23.5, Obesidade, sindrome metabolica e diabetes do 
tipo 2, discute o papel dos lipideos ectopicos e da inflama- 
gao no desenvolvrmento da resistencia a insulina e o mane- 
jo do diabetes do tipo 2 com exercicios, dieta e medicagao 



Adipocitos com excesso de triacilglicerois desencadeia inflamagao no 
tecido gorduroso, deposigao ectopica de lipideos e resistencia a insulina. 


Topico especial; evolu^ao 

Cada vez que um bioquimico estuda uma via de desenvolvi- 
mento em nematodeos, identifica partes essenciais do centro 
ativo de uma enzima pela determinagao de quais partes sao 
conservadas entre as especies ou procura o gene responsavel 
por uma doenga genetica humana, ele esta confiando na teoria 
da evolugao. As agencias de fomento apoiam o trabalho com 
nematodeos sabendo que os resultados serao relevantes para 
os humanos. A conservagao de residues funcionais no sitio ati¬ 
vo de uma enzima transmite a historia compartilhada por cada 
organismo no planeta. Com mais frequencia, a procura por um 
gene responsavel por uma doenga e um exercicio sofisticado 
de filogenetica. A evolugao e, portanto, um conceito funda¬ 
mental para a nossa disciplina. Algumas das muitas segoes e 
quadros que tratam da evolugao incluem: 

► Segao 1.5, Fundamentos evolutivos, discute como a vida 
pode ter evoluido e narra alguns dos marcos iniciais na evo¬ 
lugao das celulas eucarioticas 

► 0 sequenciamento genomico nos informa sobre nossa hu- 
manidade (Capitulo 9) 

► Comparagoes genomicas ajudam a localizar genes envoM- 
dos com doengas (Capitulo 9) 

► As sequencias genomicas nos informam sobre nosso pas- 
sado e fornecem oportunidades para o future (Capitulo 9) 


► Quadro 9-3, Conhecendo os neandertais 

► Os transportadores ABC usam ATP para conduzir o trans- 
porte ativo de uma ampla variedade de substancias (Capi¬ 
tulo 11) 

► Os sistemas de sinalizagao das plantas tern alguns dos mes- 
mos componentes utilizados pelos microbios e mamiferos 
(Capitulo 12) 

► As enzimas da j8-oxidagao de diferentes organelas divergi- 
ram durante a evolugao (Capitulo 17) 

► Segao 19.10, A evolugao da fotossintese oxigenica 

► As mitocondrias e os cloroplastos evoluiram a partir de 
bacterias endossrmbioticas (Capitulo 19) 

► Os fotossistemas I e 11 evoluiram a partir de fotossistemas 
bacterianos (Capitulo 19) 

► A sintese de RNA oferece pistas importantes sobre a evolu¬ 
gao bioquimica (Capitulo 26) 

► Quadro 27-1, Excegoes que confirmam a regra: variagoes 
naturals no codigo genetico 

► Quadro 27-2, De um mundo de RNA para um mundo de 
proteina 

► Quadro 28-1, Sobre barbatanas, asas, bicos e outras curio- 
sidades 
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Marcas no ensino de Lehninger 

Os estudantes que pela primeira vez entram em contato 
com a bioqmmica frequentemente tern dificuldades com 
dois aspectos-chave da disciplina: abordar problemas 
quantitativos e recorrer aos sens conhecimentos de qm- 
mica organica para entender bioqmmica. Eles tambem 
devem aprender uma linguagem complexa, com conven- 
goes que, em geral, nao sao apresentadas. Para ajudar os 
estudantes a lidarem com esses desafios, sao fornecidos 
os seguintes auxilios para o estudo: 

Foco em logica qui'mica 

► Segao 13.2, Logica quimica e reagoes bioquimi- 
cas comuns, discute os tipos comuns de reagoes bio- 
quimicas que fundamentam todas as reagoes meta- 
bolicas, ajudando os estudantes a conectar a quimica 
organica com a bioqmmica 

► NOVAS figuras de logica quimica ressaltam a 
conservagao dos mecanismos e ilustram os padroes 
que tornam mais facil o aprendizado das vias. As 
figuras de logica quimica sao fornecidas para cada 
uma das vias metabolicas centrais, incluindo a gli- 
colise (Figura 14-3), o ciclo do acido citrico (Figura 
16-7) e a oxidagao dos acidos graxos (Figura 17-9) 



As reagoes do ciclo do acido citrico 
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► Mecanismos-Figura expoem descrigoes gradati- 
vas para ajudar os estudantes a entender o processo 
das reagoes. 

Essas figuras usam um conjunto consistente de 
convengoes introduzidas e explicadas em detalhes 
junto com o primeiro mecanismo enzrmatico descri- 
to (quimotripsina, p. 216-217). 


Reagao da triptofa no-si ntase 
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Ferramentas para resolu^ao de problemas 

► Exemplos de problemas resolvidos inclmdos no tex- 

to ajudam os estudantes a aumentar sua capacidade de re¬ 
solver problemas quantitativos, revendo algumas das equa- 
goes mais dificeis. Novos exemplos aparecem nos Capitulos 
l,2e 19 

► Mais de 600 novos problemas no final dos capitnlos 
(cerca de 25 novos) fornecem aos estudantes uma opor- 
tunidade adicional de praticar o que aprenderam 

► Problemas de analise de dados (ao final de cada capi- 
tulo), colaboragao de Brian White da University of Massa- 
chusetts-Boston, estimulam os estudantes a resumir o que 
aprenderam e a aplicar sen conhecimento na interpretagao 
de dados da literatura 

Conven^es-chave 

Muitas das convengoes tao necessMas para a compreensao de 
cada topico bioquimico e da literatura bioquimica estao des- 
tacadas. Essas convengoes-chave incluem enunciados claros 
sobre muitas hipoteses e convengoes que os alunos em tese 
devem saber, mas muitas vezes ninguem os informa a respeito 
(p. ex., as sequencias peptidicas sao escritas da extremidade 
aminoterminal para a carboxiterminal, da esquerda para a di- 
reita; as sequencias nucleotidicas sao escritas da extremidade 
5' para a 3', da esquerda para a direita). 

Recursos on-line 

► Visite a area do professor em www.grupoa.com.br para ter 
acesso a Power Point (em portugues). 


PROBLEMA RESOLVIDO19-2 Estequiometriadaprodu^aode 
ATP: efeito do tamanho do anel c 


(a) Se as mitocondrias hovinas tem 8 subunidades c por 
anel c, qual a razao predita de ATP formado por NADH 
oxidado? (b) Qual o valor predito para as mitocondrias de 
leveduras, com 10 subunidades c? (c) Quais os valores 
comparaveis de eletrons que entram na cadeia respiratoria 
a partir do FADHg? 

Solu^ao: (a) A questao solicita a determinagao de quantos 
ATP sao produzidos por NADH. Essa e outra forma de pedir 
para calcularmos a razao P/0, ou x na Equagao 19-11. Se 
0 anel c tem 8 subunidades c, entao um rotagao completa 
transferira 8 protons para a matriz e produzira 3 moleculas 
de ATP. Porem, esta sintese tambem requer o transporte de 
3 Pj para dentro da matriz, ao custo de 1 proton cada, acres- 
centando mais 3 protons ao numero requerido. Isso leva o 
custo total para (11 protons) / (3 ATP) = 3,7 protons/ATP. 
0 valor consensual para o numero de protons bombeados 
para fora por par de eletrons transferidos do NADH e 10 
(ver Figura 19-19). Assim, oxidar 1 NADH produz (10 pro¬ 
tons )/(3,7 protons/ATP) = 2,7 ATP. 

(b) Se 0 anel c tem 10 subunidades c, entao uma 
rotagao completa transferira 10 protons para a matriz e 
produzira 3 moleculas de ATP. Acrescentando os 3 pro¬ 
tons para transportar os 3 P^ para dentro da matriz traz o 
custo total para (13 pr6tons)/(3 ATP) = 4,3 protons/ATP. 
A oxidagao de 1 NADH produz (10 pr6tons)/(4,3 protons/ 
ATP) =2,3 ATP. 

(c) Quando os eletrons entram na cadeia respiratoria a 
partir do FADHg (na ubiquinona), apenas 6 protons estao 
disponiveis para impulsionar a sintese de ATP. Isso muda 
os calculos para as mitocondrias bovinas para (6 pro- 
tons)/(3,7 protons/ATP) = 1,6 ATP por par de eletrons 
do FADH 2 . Para as mitocondrias de leveduras, 0 calculo e 
(6 pr6tons)/(4,3 protons/ATP) = 1,4 ATP por par de ele¬ 
trons do FADH 2 . 

Esses valores calculados de x ou da razao P/0 definem 
uma faixa que inclui os valores experimentais de 2,5 ATP/ 
NADH e 1,5 ATP/FADH 2 , e, portanto, esses valores serao 
usados ao longo deste livro. 


► Em www.whfreeman.com/lehninger6e ha recursos on-line 
(em ingles) para estudantes e professores. ^ Os icones no 
texto indicam a disponibilidade da animagao relevante, gra- 
fico dinamico com tutorial da estrutura molecular. 
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Muitos pigmentos naturais sao dienos conjugados a 

lipideos 376 

Os policetideos sao produtos naturais com atividades 

biologicas 376 


10.4 Trabalhando com lipideos 377 

A extragao de lipideos requer solventes organicos 377 

A cromatografia de adsorgao separa lipideos de 

polaridades diferentes 378 

A cromatografia gasosa-liquida separa misturas de 

derivados volateis de lipideos 378 

A hidrolise especifica auxilia na determinagao das 

estruturas dos lipideos 378 

A espectrometria de massa revela a estrutura 

lipidica completa 378 

0 lipidoma procura catalogar todos os lipideos e 

suas fungoes 379 

11 Membranas Biologicas eTransporte 385 


11.1 Composi^ao e arquitetura das membranas 386 

Cada tipo de membrana tern proteinas e lipideos 

caracteristicos 386 

Todas as membranas biologicas compartilham algumas 

propriedades fundamentals 387 

A bicamada lipidica e o elemento estrutural basico das 

membranas 387 

Tres tipos de proteinas de membrana diferem quanto as 

suas associagoes com a membrana 389 

Muitas proteinas de membrana atravessam a bicamada 

lipidica 390 

As proteinas integrals sao mantidas na membrana por 

meio de interagoes hidrofobicas com lipideos 390 

A topologia de uma proteina integral de membrana 
algumas vezes pode ser prevista a partir de sua 
sequencia 391 

Lipideos ligados covalentemente ancoram algumas 

proteinas de membrana 394 

11.2 Dinamica da membrana 395 

Grupos acil no interior da bicamada estao ordenados 

em grans variaveis 395 

0 movimento de lipideos transbicamada requer catalise 396 
Lipideos e proteinas difundem-se lateralmente 

na bicamada 397 

Esfingolipideos e colesterol agrupam-se em balsas de 

membrana 398 

A curvatura da membrana e a fusao sao fundamentals 

para muitos processos biologicos 399 

Proteinas integrals da membrana plasmatica estao 
envoMdas na adesao de superficie, na sinalizagao e 
em outros processos celulares 402 

11.3 Transporte de solutos atraves da membrana 402 

0 transporte passive e facilitado por proteinas de 

membrana 403 

Transportadores e canals ionicos sao 

fundamentahnente diferentes 404 

0 transportador de glicose de eritrocitos controla o 

transporte passive 405 

0 trocador de cloreto-bicarbonato catalisa o 

cotransporte eletroneutro de anions atraves da 
membrana plasmatica 407 

QUADR011 -1 Defeito no transporte de glicose e agua em duas formas 

de diabetes 408 

0 transporte ativo resulta em movimento de solute 

contra um gradiente de concentragao on eletroquimico 409 
ATPases do tipo P sofrem fosforilagao durante sens 

ciclos cataliticos 410 
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ATPases do tipo V e do tipo F sao bombas de protons 

impulsionadas por ATP 412 

Transportadores ABC usam ATP para impulsionar o 
transporte ativo de uma grande variedade de 
substrates 413 

Gradientes ionicos provem a energia necessaria para o 

transporte ativo secundario 414 

QUADR011-2 Urn canal ionicodefeituosona fibrose cistica 415 

As aquaporinas formam canais hidrofilicos 

transmembrana para a passagem de agua 418 

Canais ionicos seletivos permitem o movimento rapido 

de ions atraves das membranas 420 

A fungao do canal ionico e medida eletricamente 421 

A estrutura do canal de revela a base de sua 

especificidade 422 

Canais ionicos dependentes de portae sao fundamentais 

na fungao neuronal 424 

Canais ionicos defeituosos podem ter consequencias 

fisiologicas graves 424 

12 Biossinalizagao 433 


12.1 Caracteristicas gerais da transdugao de sinal 433 

QUADR012-1 A analise de Scatchard quantifica a intera^ao 

receptor-ligante 435 

12.2 Receptores associados a protemas G e segundos 

mensageiros 437 

0 sistema receptor j8-adrenergico atua por meio do 

segundo mensageiro cAMP 438 

QUADR012-2 Protemas G: comutadores binarios na saude e na doen^a 441 

Diversos mecanismos levam ao termino da resposta 

j8-adrenergica 444 

0 receptor /B-adrenergico e dessensibilizado pela 

fosforilagao e pela associagao com arrestina 445 

0 AMP ciclico age como segundo mensageiro para 

muitas moleculas reguladoras 446 

Diacilglicerol, inositol-trifosfato e Ca^"^ tern fungoes 

relacionadas como segundos mensageiros 447 

QUADR012-3 FRET: a bioquimica vista em uma celula viva 448 

0 calcio e um segundo mensageiro que pode ser 

localizado no tempo e no espago 451 

Os GPCR sao responsaveis por mediar as agoes de uma 

ampla variedade de sinais 452 

12.3 Receptores tirosina-cinases 453 

A estimulagao do receptor de insulina desencadeia uma 

cascata de reagoes de fosforilagao de protemas 453 

0 fosfolipideo de membrana PIPg age em uma 

ramificagao da smalizagao pela insulina 456 

0 sistema de sinalizagao via JAK-STAT tambem envolve 

atividade tirosina-cinasica 457 

As interconexoes entre sistemas de sinalizagao sao 

comuns e complexas 458 

12.4 Receptores guanilil-ciclases, cGMP e protemas-cinases G 459 

12.5 Protemas adaptadoras multivalentes e balsas 

lipidicas da membrana 460 

Modulos proteicos se ligam aos residuos de Tyr, Ser on 

Thr das protemas associadas 460 

Balsas lipidicas da membrana e caveolas podem 

segregar proteinas sinalizadoras 463 


12.6 Canais ionicos controlados por port5es 464 

Canais ionicos sao a base da sinalizagao eletrica nas 

celulas excitaveis 464 

Os canais ionicos controlados por voltagem produzem 

os potenciais de agao neuronals 465 

0 receptor de acetilcolina e um canal ionico controlado 

por ligante 467 

Neuronios tern canais receptores que respondem a 

diferentes neurotransmissores 468 

As toxinas sao direcionadas a canais ionicos 468 

12.7 Integrinas: receptores bidirecionais da adesao celular 470 

12.8 Regulagao da transcrigao por receptores nucleares 

de hormonios 471 

12.9 Sinalizagao em microrganismos e plantas 473 

A sinalizagao bacteriana requer fosforilagao em um 

sistema binario 473 

Os sistemas de sinalizagao de plantas tern 

alguns dos mesmos componentes utilizados 
por microbios e manuferos 473 

As plantas detectam etileno por meio de um sistema 

binario e uma cascata de MAPK 475 

Protemas-cinases semelhantes a receptores 

transduzem os sinais de peptideos 476 

12.10 Transdugao sensorial na visao, no olfato e no paladar 477 

0 sistema visual utiliza os mecanismos via GPCR classicos 477 
A rodopsina excitada age por meio da protema G 

transducina para reduzir a concentragao de cGMP 478 

0 sinal visual e rapidamente terminado 480 

Cones sao especializados em visao colorida 480 

0 olfato e o paladar dos vertebrados utHizam 

mecanismos similares ao sistema visual 481 


QUADR012-4 Daltonismo: o experimento de John Dalton apos a sua morte 481 


Os GPCR dos sistemas sensoriais compartilham 

algumas caracteristicas com os GPCR dos sistemas 
de sinalizagao por hormonios 482 

12.11 Regulagao do cicio celular por protemas-cinases 484 

0 cicio celular tern quatro estagios 484 

Os niveis de protemas-cinases dependentes de ciclina 

oscilam 484 

As CDK regulam a divisao celular pela fosforilagao de 

protemas cruciais 487 

12.12 Oncogenes, genes supressores tumorais e morte celular 

programada 488 

Os oncogenes sao formas mutantes dos genes de 

protemas que regulam o cicio celular 489 

Os defeitos em determinados genes eliminam a 

repressao normal da divisao celular 489 

QUADR012-5 0 desenvolvimento de inibidores de protemas-cinases 

para o tratamento de cancer 490 

A apoptose e o suicidio celular programado 492 

II BIOENERGETICAEMETABOLISMO 501 

13 Bioenergetica e Tipos de Reaves Bioquimicas 505 


13.1 Bioenergetica e termodinamica 506 

As transformagoes biologicas de energia obedecem as 

leis da termodinamica 506 

As celulas necessitam de fontes de energia livre 507 
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A variagao da energia livre padrao esta diretamente 
relacionada a constante de equilibrio 
A variagao de energia livre real depende das 
concentragoes dos reagentes e dos produtos 
As variagoes de energia livre padrao sao aditivas 

13.2 Logica quimica e reag5es bioquimicas comuns 

As equagoes bioquimicas e qmmicas nao sao identicas 

13.3 Transferencia de grupos fosforil e ATP 

A variagao de energia livre para a hidrolise do ATP e 
grande e negativa 

Outros compostos fosforilados e tioesteres tambem 
apresentam energia livre de hidrolise elevada 
0 ATP fornece energia por transferencia de grupos e 
nao por simples hidrolise 
0 ATP doa grupos fosforil, pirofosforil e adenilil 
A montagem de macromoleculas informacionais requer 
energia 

0 ATP fornece energia para o transporte ativo e a 
contragao muscular 

QUADR013-1 Lampejos dos vaga-lumes: indicadores incandescentes 
deATP 

As transfosforilagoes entre nucleotideos ocorrem em 
todos os tipos celulares 

0 polifosfato inorganico e um doador potencial de 
grupo fosforil 

13.4 Reagdes biologicas de oxidagao-redugao 

0 fluxo de eletrons pode realizar trabalho biologico 
As reagoes de oxidagao-redugao podem ser descritas 
como semirreagoes 

As oxidagoes biologicas frequentemente envolvem 
desidrogenagao 

Os potenciais de redugao medem a afinidade por eletrons 
Os potenciais de redugao padrao podem ser usados 
para calcular a variagao de energia livre 
A oxidagao celular da glicose em dioxide de carbono 
requer transportadores de eletrons especializados 
Alguns tipos de coenzimas e protemas servem como 
transportadores universais de eletrons 
NADH e NADPH atuam com as desidrogenases como 
transportadores soluveis de eletrons 
A deficiencia de niacina na dieta, a forma vitammica de 
NAD e NADP, causa pelagra 
Os nucleotideos de flavina sao fortemente ligados as 
flavoproteinas 

14 Glicolise, Gliconeogenese e a Via das Pentoses-Fosfato 

14.1 Glicolise 

Uma visao geral: a glicolise tern duas fases 
A fase preparatoria da glicolise requer ATP 
A fase de pagamento da glicolise produz ATP e NADH 
0 balango geral mostra um ganho liquido de ATP 
A glicolise e precisamente regulada 

QUADR014-1 Alta taxa da glicolise em tumores sugere alvos para 
quimioterapia e facilita o diagnostico 
A captagao da glicose e deficiente no diabetes melito tipo 1 

14.2 Vias alimentadoras da glicolise 

Os polissacarideos e os dissacarideos da dieta sofrem 
hidrolise a monossacarideos 
0 glicogenio endogeno e o amido sao degradados por 
fosforolise 


Outros monossacarideos entram na via glicolitica em 

diversos pontos 561 

14.3 Destines do piruvato em condigoes anaerobias: fermentagao 563 

0 piruvato e o receptor final de eletrons na 

fermentagao lactica 563 

QUADR014-2 Atletasjacares e celacantos: glicolise em concentrates 

limitantes de oxigenio 564 

0 etanol e o produto reduzido na fermentagao alcoolica 565 

A tiamina-pirofosfato transporta grupos 

“acetaldeido ativos” 565 

QUADR014-3 Fermenta^es etanolicas: fabricando cerveja e 

produzindo biocombustiveis 566 

As fermentagoes sao usadas para produzir alguns 

alimentos comuns e reagentes quimicos industrials 566 

14.4 Gliconeogenese 568 

A conversao de piruvato em fosfoenolpiruvato requer 

duas reagoes exergonicas 570 

A conversao de frutose-l,6-bifostato a frutose-6-fosfato 

e o segundo contorno 572 

A conversao de glicose-6-fosfato em glicose e o terceiro 

contorno 573 

A gliconeogenese e energeticamente dispendiosa, 

mas essencial 573 

Os intermediarios do ciclo do acido citrico e alguns 

aminoacidos sao glicogenicos 574 

Os mamiferos nao podem converter acidos graxos 

em glicose 574 

A glicolise e a gliconeogenese sao mutuamente reguladas 574 

14.5 Oxida^o da glicose pela via das pentoses-fosfato 575 

A fase oxidativa produz pentoses-fosfato e NADPH 575 

QUADR014-4 Por que Pitagoras nao comia falafel: deficiencia da 

glicose-6-fosfato-desidrogenase 576 

A fase nao oxidativa recicla as pentoses-fosfato a 

glicose-6-fosfato 577 

A smdrome de Wernicke-Korsakoff e exacerbada por 

um defeito na transcetolase 580 

A glicose-6-fosfato e repartida entre a glicolise e a via 

das pentoses-fosfato 580 

15 Prlncipios da Regula^ao Metabolica 587 


15.1 Regulagao das vias metabolicas 588 

As celulas e os organismos mantem um estado 

estavel dinamico 589 

A quantidade de uma enzima e sua atividade catalitica 

podem ser reguladas 589 

As reagoes longe do equilibrio sao pontos de regulagao 

usuais nas celulas 592 

Os nucleotideos de adenina tern papeis especiais na 

regulagao metabolica 594 

15.2 Analise do controle metabolico 596 

A contribuigao de cada enzima para o fluxo atraves de 

uma via e determinada experimentahnente 596 

0 coeficiente de controle de fluxo quantifica o efeito de 
uma alteragao na atividade enzimatica sobre o fluxo 
metabolico por uma via 597 

0 coeficiente de elasticidade esta relacionado com a 
capacidade de resposta da enzima a alteragoes na 
concentragao do metabolito on do regulador 597 

0 coeficiente de resposta expressa o efeito de um 

controlador externo sobre o fluxo de uma via 598 
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QUADR015-1 Analise do controle metabolico: aspectos quantitativos 598 

A analise do controle metabolico foi aplicada ao 
metabolismo de carboidratos, com resultados 
surpreendentes 599 

A analise do controle metabolico sugere um metodo 

geral para o aumento do fluxo por uma via 600 

15.3 Regula^ao coordenada da glicolise e da gliconeogenese 601 

QUADR015-2 Isoenzimas: protemas diferentes que catalisam a mesma 

rea^ao 602 

As isoenzimas da hexocinase do musculo e do figado 
sao afetadas diferentemente por sen produto, 
glicose-6-fosfato 602 

A hexocinase IV (glicocinase) e a glicose-6-fosfatase 

sao reguladas na transcrigao 603 

A regulagao da fosfofrutocinase-1 e da 

frutose-l,6-bifosfatase e reciproca 604 

A frutose-2,6-bifosfato e um regulador alosterico 

potente da PFK-1 e da FBPase-1 605 

A xilulose-5-fosfato e um regulador-chave do 

metabolismo dos carboidratos e das gorduras 606 

A enzima glicolitica piruvato-cinase e inibida 

alostericamente por ATP 606 

A conversao gliconeogenica do piruvato a 


fosfoenolpiruvato esta sob multiplos tipos de regulagao 608 


A regulagao transcricional da glicolise e da 

gliconeogenese altera o numero de moleculas 

das enzimas 608 

QUADR015-3 Mutates geneticas que originam formas raras de diabetes 611 

15.4 Metabolismo do glicogenio nos animais 612 

A degradagao do glicogenio e catalisada pela 

glicogenio-fosforilase 613 

A glicose-l-fosfato pode entrar na glicolise on, no 

figado, repor a glicose sanguinea 614 

0 nucleotideo de agucar UDP-glicose doa glicose para a 

sintese do glicogenio 615 

QUADR015-4 Carl e Gerty Cori: pioneiros no metabolismo e nas 

doen^as do armazenamento do glicogenio 616 

A glicogenina prepara os residuos iniciais de glicose 

no glicogenio 619 

15.5 Regulagao coordenada da smtese e da 

degradagao do glicogenio 620 

A glicogenio-fosforilase tern regulagao alosterica 

e hormonal 621 

A glicogenio-sintase tambem e regulada por 

fosforilagao e desfosforilagao 623 

A glicogenio-sintase-cinase 3 controla algumas 

agoes da insulina 624 

A fosfoproteino-fosfatase 1 e central no metabolismo 

do glicogenio 624 

Sinais alostericos e hormonais coordenam 

integrahnente o metabolismo dos carboidratos 624 

0 metabolismo de carboidratos e de lipideos e 

integrado por mecanismos hormonais e alostericos 626 

16 Cicio do Acido Citrico 633 


16.1 Produgao de acetil-CoA (acetato ativado) 633 

0 piruvato e oxidado a acetil-CoA e COg 634 

0 complexo da piruvato-desidrogenase requer 

cinco coenzimas 634 

0 complexo da piruvato-desidrogenase consiste em 

tres enzimas distintas 635 


Na canalizagao do substrato, o intermediario nunca 

deixa a superficie da enzima 636 

16.2 Reag5es do cicio do acido citrico 638 

A sequencia das reagoes do cicio do acido citrico e 

quimicamente logica 638 

0 cicio do acido citrico tern oito etapas 640 

QUADR016-1 Enzimas com mais de uma fungao 642 

QUADR016-2 Sintases e sintetases; ligases e liases; cinases, fosfatases 

e fosforilases: sim, os nomes sao confusos! 646 

A energia das oxidagoes do cicio e conservada de 

maneira eficiente 647 

QUADR016-3 Citrato: molecula simetrica que reage assimetricamente 648 

Por que a oxidagao do citrato e tao complicada? 649 

Os componentes do cicio do acido citrico sao 

importantes intermediarios da biossintese 650 

Reagoes anapleroticas repoem os intermediarios do 

cicio do acido citrico 650 

A biotina da piruvato-carboxilase transporta grupos CO 2 651 

16.3 Regulagao do cicio do kido citrico 653 

A produgao de acetil-CoA pelo complexo 
piruvato-desidrogenase e regulada por 
mecanismos alostericos e covalentes 654 

0 cicio do acido citrico e regulado nas tres etapas 

exergonicas 655 

A canalizagao do substrato em complexes 
multienzimaticos pode ocorrer durante o 
cicio do acido citrico 655 

Algumas mutagoes em enzimas do cicio do acido citrico 

levam ao desenvolvimento de cancer 656 

16.4 Cicio do glioxilato 656 

0 cicio do glioxilato produz compostos de quatro 

carbonos a partir de acetato 657 

Os ciclos do acido citrico e do glioxilato sao regulados 

coordenadamente 658 

17 Catabolismo de Acidos Graxos 667 


17.1 Digestao, mobiliza^ao e transporte de gorduras 668 

As gorduras da dieta sao absorvidas no intestine delgado 668 
Hormonios ativam a mobilizagao dos triacilglicerois 

armazenados 669 

Os acidos graxos sao ativados e transportados para 

dentro das mitocondrias 670 

17.2 Oxidagao de acidos graxos 672 

A j8-oxidagao de acidos graxos saturados tern quatro 

passes basicos 673 

Os quatro passes da j8-oxidagao sao repetidos para 

produzir acetil-CoA e ATP 674 

A acetil-CoA pode ser oxidada ainda mais no cicio do 

acido citrico 675 

QUADR017-1 Ursos gordos realizam )3-oxidagao durante o sono 676 

A oxidagao de acidos graxos insaturados requer duas 

reagoes adicionais 677 

A oxidagao completa de acidos graxos de numero impar 

requer tres reagoes extras 677 

A oxidagao dos acidos graxos e estritamente regulada 678 

Fatores de transcrigao ativam a sintese de proteinas do 

catabolismo de lipideos 679 

QUADR017-2 Coenzima 8 ^ 2 - uma solugao radical para um problema 

desconcertante 680 
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Defeitos geneticos nas acil-CoA-graxo-desidrogenases 

causam doengas graves 682 

Os peroxissomos tambem realizam j8-oxidagao 682 

Os peroxissomos e glioxissomos vegetais usam acetil- 

CoA da j8-oxidagao como precursor biossintetico 683 

As enzimas da j8-oxidagao de organelas diferentes 

divergiram durante a evolugao 683 

A (o-oxidagao de acidos graxos ocorre no reticulo 

endoplasmatico 684 

0 acido fitanico sofre a-oxidagao nos peroxissomos 685 

17.3 Corpos cetonicos 686 

Os corpos cetonicos formados no figado sao exportados 

para outros orgaos como combustivel 686 

Os corpos cetonicos sao produzidos em excesso no 

diabetes e durante o jejum 688 

18 Oxida^ao de Aminoacidos e Produ^ao de Ureia 695 


18.1 Destines metabolicosdosgrupos amino 696 

As protemas da dieta sao enzimaticamente degradadas 

ate aminoacidos 697 

0 piridoxal-fosfato participa da transferencia de grupos 

a-amino para o a-cetoglutarato 699 

0 glutamato libera sen grupo amino na forma de amonia 

no figado 700 

A glutamina transporta a amonia na corrente sangumea 702 
A alanina transporta a amonia dos musculos 

esqueleticos para o figado 703 

A amonia e toxica para os animais 703 

18.2 Excregao de nitrogenio e cicio da ureia 704 

A ureia e produzida a partir da amonia por meio de 

cinco etapas enzimaticas 704 

Os ciclos do acido citrico e da ureia podem ser ligados 706 

QUADR018-1 Ensaios para avaliar lesao teddual 708 

A atividade do cicio da ureia e regulada em dois niveis 708 
A interconexao de vias reduz o custo energetico da 

sintese da ureia 708 

Defeitos geneticos do cicio da ureia podem ser fatais 709 

18.3 Vias da degradagao dos aminoacidos 710 

Alguns aminoacidos sao convertidos em glicose, outros 

em corpos cetonicos 711 

Diversos cofatores enzimaticos desempenham papeis 

Importantes no catabolismo dos aminoacidos 712 

Seis aminoacidos sao degradados ate piruvato 715 

Sete aminoacidos sao degradados, produzindo acetil-CoA 717 
0 catabolismo da fenilalanina e defeituoso 

geneticamente em algumas pessoas 719 

Cinco aminoacidos sao convertidos em a-cetoglutarato 721 
Quatro aminoacidos sao convertidos em succinil-CoA 722 

Os aminoacidos de cadeia ramificada nao sao 

degradados no figado 723 

A asparagina e o aspartato sao degradados em 

oxaloacetato 724 

QUADR018-2 Detetives cientificos solucionam urn assassinate misterioso 724 

19 Fosforilagao Oxidativa e Fotofosforilagao 731 


FOSFORILA^AOOXIDATIVA 732 

19.1 Reagoes de transferencia de eletrons em mitocondrias 732 

Eletrons sao canalizados para aceptores universais 

de eletrons 734 


Os eletrons passam por uma serie de carregadores 

ligados a membrana 735 

Os carregadores de eletrons atuam em complexes 

multienzimaticos 737 

Os complexes mitocondriais podem se associar em 

respirassomos 743 

A energia da transferencia de eletrons e eficazmente 

conservada em um gradiente de protons 743 

Especies reativas de oxigenio sao geradas durante a 

fosforilagao oxidativa 745 

As mitocondrias vegetais tern mecanismos alternatives 

para oxidar NADH 746 

QUADR019-1 Plantas quentes e mal-cheirosas e vias respiratorias 

alternativas 746 

19.2 SmtesedeATP 747 

A ATP-sintase tern dois dormnios funcionais, e 750 

0 ATP e estabilizado em relagao ao ADP na 

superficie de F^ 750 

0 gradiente de protons impulsiona a liberagao de ATP a 

partir da superficie da enzima 751 

Cada subunidade j8 da ATP-sintase pode assumir tres 

diferentes conformagoes 752 

A catalise rotacional e a chave para o mecanismo de 

alteragao na ligagao durante a sintese de ATP 752 

De que forma o fluxo de protons pelo complexo F^ 

produz movimento rotacional? 755 

0 acoplamento quimiosmotico permite estequiometrias 

nao integrals de consume de O 2 e de sintese de ATP 755 

QUADR019-2 Microscopia de for^a atomica para visualizar as protemas 

de membrana 756 

A forga proton-motriz energiza o transporte ativo 757 

Sistemas de langadeiras conduzem indiretamente 

NADH citosolico para as mitocondrias para oxidagao 758 

19.3 Regulagao da fosforilagao oxidativa 759 

A fosforilagao oxidativa e regulada pelas necessidades 

celulares de energia 760 

Uma proteina inibitoria impede a hidrolise de ATP 

durante a hipoxia 760 

A hipoxia leva a produgao de FRO e a varias respostas 
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H a cerca de catorze bilhoes de anos, o universo surgiu 
como uma explosao cataclismica de particulas subato- 
micas quentes e ricas em energia. Os elementos mais 
simples (hidrogenio e hello) se formaram em segundos. A 
medida que o universo se expandia e esfriava, o material 
condensava sob a influencia da gravidade para formar es- 
trelas. Algumas estrelas se tornaram enormes e entao ex- 
plodiram como supernovas, liberando a energia necessaria 
para promover a fusao de nucleos atomicos mais simples 
em mais complexes. Atomos e moleculas formaram nuvens 
de particulas de p6 e a sua agregagao levou, por fim, a for- 
magao de rochas, planetoides e planetas. Dessa maneira, 
foram produzidos, no decurso de bilhoes de anos, a propria 
Terra e os elementos quimicos nela encontrados hoje. Cer¬ 
ca de quatro bilhoes de anos atras, surgiu a vida - micror- 
ganismos simples com a capacidade de extrair energia de 
compostos quimicos e, mais tarde, da luz solar. Essa ener¬ 
gia ja era usada por eles para produzir um conjunto vasto 
de biomoleculas mais complexas a partir dos elementos 
simples e compostos encontrados na superficie terrestre. 
Os seres humanos e todos os outros organismos vivos sao 
feitos de poeira estelar. 

A bioquimica questiona como as extraordinarias pro- 
priedades dos organismos vivos se originaram a partir de 
milhares de biomoleculas diferentes. Quando essas mole¬ 
culas sao isoladas e examinadas individualmente, elas se- 
guem todas as leis fisicas e quimicas que descrevem o corn- 
portamento da materia inanimada. Todos os processos que 
ocorrem nos organismos vivos tambem seguem todas as leis 
fisicas e quimicas. 0 estudo da bioquimica mostra como o 
conjunto de moleculas inanimadas que constituem os orga¬ 
nismos vivos interage para manter e perpetuar a vida exclu- 
sivamente pelas leis fisicas e quimicas que regem o universo 
inanimado. 


De fato, os organismos vivos tern propriedades extraor¬ 
dinarias, propriedades que os distinguem muito das outras 
porgoes de materia. Mas quais sao essas propriedades pecu- 
liares dos organismos vivos? 

Alto grau de complexidade qmmica e organizagao 
microscopica. Milhares de moleculas diferentes for- 
mam as intricadas estruturas celulares internas (Figura 
1-la). Elas incluem polimeros muito longos, cada qual 
com sua sequencia caracteristica de subunidades, sua 
estrutura tridimensional unica e seletividade muito es- 
pecifica de parceiros para interagao na celula. 

Sistemas para extrair, transformar e utilizar a 
energia do ambiente (Figura 1-lb), permitem aos or¬ 
ganismos construir e manter suas intricadas estruturas, 
assim como realizar trabalho mecanico, quimico, osmo- 
tico e eletrico, o que neutraliza a tendencia de toda a 
materia de decair para um estado mais desorganizado, 
entrando assim em equilibrio com seu ambiente. 

Fungoes definidas para cada um dos componen- 
tes de um organismo e interagoes reguladas en- 
tre eles. Isso e valido nao somente para as estruturas 
macroscopicas, como folhas e ramos ou coragoes e pul- 
moes, mas tambem para as estruturas intracelulares 
microscopicas e os compostos quimicos individuais. A 
interagao entre os componentes quimicos de um orga¬ 
nismo vivo e dinamica; mudangas em um componente 
causam mudangas coordenadas ou compensatorias em 
outro, com o todo manifestando uma caracteristica alem 
daquelas de suas partes individuais. 0 conjunto de mo¬ 
leculas realiza um programa, cujo resultado final e a re- 
produgao e a autopreservagao do conjunto de moleculas 
- em resumo, a vida. 

Mecanismos para sentir e responder as alteragoes 
no seu ambiente. Os organismos constantemente se 
ajustam a essas mudangas por adaptagoes de sua quimi- 
ca interna ou de sua localizagao no ambiente. 

Capacidade para se autorreplicar e automontar 
com precisao (Figura 1-lc). Uma celula bacteriana iso- 
lada disposta em meio nutritive esteril pode dar origem, 
em 24 horas, a um bilhao de “filhas” identicas. Cada ce- 
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FIGURA 1-1 Algumas caractensticas da materia viva, (a) A comple- 
xidade microscopica e a organizapao sao visiveis nesse corte colorido artifi- 
cialmente de tecido muscular de vertebrado, produzido pelo microscopio 
eletronico. (b) Urn falcao da pradaria capta nutrientes consumindo uma ave 
menor. (c) A reprodupao biologica ocorre com uma fidelidade quase perfeita. 


lula contem milhares de moleculas diferentes, muitas 
extremamente complexas; mas cada bacteria e uma c6- 
pia fiel da original, sendo sua construgao totalmente di- 
recionada a partir da informagao contida no material ge- 
netico da celula original. Em uma escala maior, a prole 
de um animal vertebrado mostra uma semelhanga mar- 
cante com a dos seus pais, tambem como consequencia 
da heranga dos genes parentais. 

Capacidade de se alterar ao longo do tempo por 
evolugao gradual. Os organismos alteram suas estra- 
tegias de vida herdadas, a passes muito pequenos, para 
sobreviver em circunstancias novas. 0 resultado de eras 
de evolugao e uma enorme diversidade de formas de 
vida, muito diferentes superficialmente (Figura 1-2), 
mas fundamentalmente relacionadas por sua ancestra- 
lidade comum. Essa unidade fundamental dos organis¬ 
mos vivos se reflete na semelhanga das sequencias geni- 
cas e nas estruturas das proteinas. 

Apesar dessas propriedades comuns e da unidade fun¬ 
damental da vida que elas mostram, e dificil fazer generali- 
zagoes sobre os organismos vivos. A Terra tern uma enorme 
diversidade de organismos. Cada um dos inumeros habitats, 
das fontes termais a tundra do Artico, dos intestines dos 
animals (habitat de muitos microrganismos) as casas de es- 



FIGURA1-2 Diferentes organismos vivos compartilham caracteristi- 
cas quimicas comuns. Aves, animals selvagens, plantas e microrganismos 
do solo compartilham com os humanos as mesmas unidades estruturais 
basicas (celulas) e os mesmos tipos de macromoleculas (DNA, RNA, protei¬ 
nas) feitas dos mesmos tipos de subunidades monomericas (nucleotideos, 
aminoacidos). Eles utilizam as mesmas vias para a sintese dos componentes 
celulares, compartilham o mesmo codigo genetico e provem dos mesmos 
ancestrais evolutivos. Na figura e mostrado um detaihe deOjordim do Eden, 
por Jan van Kessel - o Jovem (1626-1679). 

tudantes, existe um conjunto ample de adaptagoes bioqui- 
micas muito especificas nos organismos que vivem nesses 
habitats, adaptagoes que foram atingidas partindo-se de um 
arcabougo quimico comum. 0 texto deste livro, para maior 
clareza, as vezes se arrisca a fazer algumas generalizagoes, 
as quais, embora nao perfeitas, mostram-se uteis. Por vezes 
tambem aponta algumas excegoes a essas generalizagoes, as 
quais tambem podem se mostrar esclarecedoras. 

A bioquimica descreve em termos moleculares as es¬ 
truturas, os mecanismos e os processes quimicos compar- 
tilhados por todos os organismos e estabelece principles de 
organizagao que sao a base da vida em todas as suas formas, 
principles esses referidos como a logica molecular da 
vida. Embora a bioquimica proporcione importantes escla- 
recimentos e aplicagoes praticas na medicina, na agricultu- 
ra, na nutrigao e na industria, sua preocupagao primordial e 
com o milagre da vida em si. 

Neste capitulo introdutorio, e feita uma revisao dos fun- 
damentos celulares, quimicos, fisicos e geneticos da bioqui¬ 
mica e do importante principle da evolugao - como a vida 
emergiu e evoluiu para essa diversidade de organismos de 
hoje. A medida que voce avangar na leitura do livro, per- 
cebera a utilidade de retomar este capitulo de tempos em 
tempos para refrescar a sua memoria sobre esse material 
basico. 

1.1 Fundamentos celulares 

A unidade e a diversidade dos organismos se tornam apa- 
rentes mesmo em nivel celular. Os menores organismos 
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consistem em celulas isoladas e sao microscopicos. Os or- 
ganismos multicelulares maiores tern muitos tipos celulares 
diferentes, os quais variam em tamanho, forma e fungao es- 
pecializada. Apesar dessas diferengas obvias, todas as celu¬ 
las dos organismos, desde o mais simples ao mais complexo, 
compartilham determinadas propriedades fundamentals, 
que podem ser vistas em nivel bioquimico. 

As celulas sao as unidades estruturais e funcionais de 
todos os organismos vivos 

Celulas de todos os tipos compartilham algumas caracte- 
risticas estruturais comuns (Figura 1-3). A membrana 
plasmatica define o contorno da celula, separando seu 
conteudo do ambiente. Ela e composta por moleculas de 
lipideos e proteinas que formam uma barreira fina, resis- 
tente, flexivel e hidrofobica ao redor da celula. A membrana 
e uma barreira para a passagem livre de ions inorganicos e 
para a maioria de outros compostos carregados ou polares. 
Proteinas de transporte na membrana plasmatica permitem 
a passagem de determinados ions e moleculas; proteinas re- 
ceptoras transmitem sinais para o interior da celula; e enzi- 
mas de membrana participam em algumas rotas de reagoes. 
Como os lipideos individuais e as proteinas da membrana 
nao estao covalentemente ligados, toda a estrutura e ex- 
traordinariamente flexivel, permitindo mudangas na forma 
e no tamanho da celula. A medida que a celula cresce, no¬ 
vas moleculas de proteinas e de lipideos sao inseridas na 
membrana plasmatica; a divisao celular produz duas celu¬ 
las, cada qual com sua propria membrana. 0 crescimento e 
a divisao celular (fissao) ocorrem sem perda da integridade 
da membrana. 

0 volume interno envolto pela membrana plasmatica, 
o citoplasma (Figura 1-3), e composto por uma solugao 
aquosa, o citosol, e uma grande variedade de particulas em 
suspensao com fungoes especificas. Esses componentes 
particulados (organelas envoltas por membrana como mito- 
condria e cloroplastos; estruturas supramoleculares como 
ribossomos e proteossomos, os sitios de sintese e degra- 
dagao das proteinas) se sedimentam quando o citoplasma 



FIGURA 1-3 As caracterfsticas universais das celulas vivas. Todas as 
celulas tern nucleo ou nucleoide, membrana plasmatica e citoplasma. 0 ci¬ 
tosol e definido como a porpao do citoplasma que permanece no sobrena- 
dante apos rompimento suave da membrana plasmatica e centrifugapao do 
extrato resultante a 150.000 g por 1 bora. As celulas eucarioticas tern uma 
variedade de organelas contidas por membranas (mitocondrias e cloroplas¬ 
tos) e particulas maiores (ribossomos, p. ex.), que sao sedimentadas por esta 
centrifugapao e podem ser recuperadas do precipitado. 


e centrifugado a 150.000 g (g e aceleragao da gravidade na 
superficie terrestre). 0 que sobra como fluido sobrenadan- 
te e o citosol, solugao aquosa altamente concentrada que 
contem enzimas e as moleculas de RNA que as codificam; 
os componentes (aminoacidos e nucleotideos) que formam 
essas macromoleculas; centenas de moleculas organicas 
pequenas chamadas de metabolitos, intermediaries em 
rotas biossinteticas e degradativas; coenzimas, compos¬ 
tos essenciais em muitas reagoes catalisadas por enzimas; 
e ions inorganicos. 

Todas as celulas tern, pelo menos em algum momento 
de sua vida, um nucleoide ou nucleo, onde o genoma 
- o conjunto complete de genes composto por DNA - e 
replicado e armazenado com suas proteinas associadas. 
Em bacterias e em arqueias, o nucleoide nao e separado 
do citoplasma por uma membrana; o nucleo, nos eucario- 
tos, e confinado dentro de uma dupla membrana, o enve¬ 
lope nuclear. As celulas com envelope nuclear compoem 
o grande dominio dos Eukarya (do grego eu, “verdade”, 
e karyon, “nucleo”). Os microrganismos sem membrana 
nuclear, antes classificados como procariontes (do grego 
pro, “antes”), sao agora reconhecidos como pertencentes 
a dois grupos muito distintos: Bacteria e Archaea, descri- 
tos a seguir. 

As dimens5es celulares sao limitadas pela difusao 

A maioria das celulas e microscopica, invisivel a olho nu. 
As celulas dos animals e das plantas tern um diametro ge- 
ralmente de 5 a 100 /rm, e muitos microrganismos unice- 
lulares tern comprimento de 1 a 2 gm (ver na face inter¬ 
na da contracapa as informagoes sobre as unidades e suas 
abreviaturas). 0 que limita as dimensoes de uma celula? 0 
limite inferior provavelmente e determinado pelo numero 
minimo de cada tipo de biomolecula requerido pela celu¬ 
la. As menores celulas, certas bacterias conhecidas como 
micoplasmas, tern diametro de 300 nm e volume de cerca 
de 10”^^ mL. Um unico ribossomo bacteriano tern 20 nm na 
sua dimensao mais longa, de forma que poucos ribossomos 
ocupam uma fragao substancial do volume de uma celula de 
micoplasma. 

0 limite superior de tamanho celular provavelmente e 
determinado pela taxa de difusao das moleculas de soluto 
nos sistemas aquosos. Por exemplo, uma celula bacteriana 
que depende de reagoes de consume de oxigenio para ex- 
tragao de energia deve obter oxigenio molecular, por difu¬ 
sao, a partir do ambiente atraves de sua membrana plasma¬ 
tica. A celula e tao pequena, e a relagao entre sua area de 
superficie e seu volume e tao grande, que cada parte do seu 
citoplasma e facilmente alcangada pelo 0^ que se difunde 
para dentro dela. Com o aumento do tamanho celular, no 
entanto, a relagao area-volume diminui, ate que o metabo- 
lismo consuma Og mais rapidamente do que o que pode ser 
suprido por difusao. Assim, o metabolismo que requer Og 
torna-se impossivel quando o tamanho da celula aumenta 
alem de certo ponto, estabelecendo um limite superior teo- 
rico para o tamanho das celulas. 0 oxigenio e somente uma 
entre muitas especies moleculares de baixo peso que pre- 
cisam difundir de fora para varias regioes do seu interior, e 
o mesmo argumento da razao area-volume se aplica a cada 
uma delas. 
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FIGURA1-4 Filogenia dos tres grupos da vida. As relagoes filogeneti- 
cas sao frequentemente representadas por uma"arvore geneal6gica"deste 
tipo. A base para esta arvore e a semelhanqa na sequencia nucleotidica dos 
RNA dos ribossomos de cada grupo; a distancia entre os ramos representa o 
grau de diferenqa entre duas sequencias; quanto mais similar for a sequencia, 
mais proxima e a localizaqao dos ramos. As arvores filogeneticas tambem 


Existem tres grupos distintos de vida 

Todos OS organismos vivos se enquadram em tres grandes 
grupos (grupos) que definem os tres ramos da arvore evo- 
lucionaria da vida que se originou a partir de um ancestral 
comum (Figura 1-4). Dois grandes grupos de microrga- 
nismos unicelulares podem ser distinguidos em bases ge- 
neticas e bioquimicas: Bacteria e Archaea. As bacterias 
habitam o solo, as aguas superficiais e os tecidos de orga¬ 
nismos vivos ou em decomposigao. Muitas das arqueias, 
reconhecidas na decada de 1980 por Carl Woese como um 
grupo distinto, habitam ambientes extremos - lagos de sais, 
fontes termais, pantanos altamente acidos e profundezas 
do oceano. As evidencias disponiveis sugerem que Bacteria 
e Archaea divergiram cedo na evolugao. Todos os organis¬ 
mos eucariontes, que formam o terceiro dominio, Euka¬ 
rya, evoluiram a partir do mesmo ramo que deu origem a 
Archaea; por isso, os eucariontes sao mais proximamente 
relacionados as archaeas do que as bacterias. 

Dentro dos dominios Archaea e Bacteria existem sub- 
grupos distinguiveis por sens habitats. Nos habitats ae¬ 
robics com suprimento abundante de oxigenio, alguns 
organismos residentes obtem energia pela transferencia 
de eletrons das moleculas de combustivel para o oxigenio 
dentro da celula. Outros ambientes sao anaerobios, pra- 
ticamente desprovidos de oxigenio, e os microrganismos 
adaptados a esses ambientes obtem energia pela transfe¬ 
rencia de eletrons para nitrato (formando Ng), sulfato (for- 
mando HgS) ou COg (formando CHJ. Muitos organismos 
que evoluiram em ambientes anaerobios sao anaerobios 
ohrigatorios: morrem quando expostos ao oxigenio. Outros 
sao RnsieTobiosfacultativos, capazes de viver com ou sem 
oxigenio. 


podem ser construidas a partir de semelhanqas na sequencia de aminoa- 
cidos de uma unica proteina entre as especies. Por exempio, as sequencias 
da proteina GroEL (proteina bacteriana que atua no enovelamento proteico) 
sao comparadas para gerar a arvore da Figura 3-35. A arvore da Figura 3-36 e 
a arvore"consenso" que usa varias comparaqoes como estas para fazera me- 
Ihor estimativa do relacionamento evolutivo de um grupo de organismos. 

Os organismos diferem amplamente pelas suas fontes de 
energia e precursores biossinteticos 

possivel classificar os organismos pela maneira como ob- 
tern a energia e o carbono de que necessitam para sinteti- 
zar 0 material celular (conforme resumido na Figura 1-5). 
Existem duas categorias amplas com base nas fontes de 
energia: fototroficos (do grego trophe, “nutrigao”), que 
captam e usam a luz solar, e quimiotroficos, que obtem 
sua energia pela oxidagao de um combustivel quimico. Al¬ 
guns quimiotroficos oxidam combustiveis inorganicos - por 
exempio, HS” a (enxofre elementar), S°a SO 4 NOg a NO 3 , 
ou Fe^^ a Fe^^. Os fototroficos e os quimiotroficos podem 
ser subdivididos ainda mais: os que podem sintetizar todas 
as suas biomoleculas diretamente do COg (autotroficos) e 
os que requerem nutrientes organicos previamente forma- 
dos por outros organismos (heterotroficos). E possivel 
descrever 0 modo de nutrigao de um organismo pela combi- 
nagao desses termos. Por exempio, cianobacterias sao foto- 
autotroficas; humanos sao quimio-heterotroficos. Distingoes 
ainda mais sutis podem ser feitas, pois muitos organismos 
podem obter energia e carbono de mais de uma fonte sob 
diferentes condigoes ambientais ou de desenvolvimento. 

Celulas bacterianas e arqueanas compartilham 
propriedades comuns, mas diferem em 
aspectos importantes 

Escherichia coli, a bacteria mais estudada, e geralmente 
um habitante inofensivo do trato intestinal humano. A celu¬ 
la de E. coli (Figura l-6a) e um ovoide com cerca de 2 jam 
de comprimento e um pouco menos de 1 jam de diametro. 
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FIGURAI-5 Todos os organismos podem ser classificados de acordo com a fonte de energia (luz solar ou compostos quimicos oxidaveis) e pela fonte de 
carbono usada para a sintese do material celular. 


mas outras bacterias podem ser esfericas ou ter forma de 
bastonete. Ela tern uma membrana externa protetora e uma 
membrana plasmatica interna que envolve o citoplasma e 
o nucleoide. Entre a membrana interna e a externa existe 
uma fina, mas resistente, camada de um polimero de alto 
peso molecular (peptidoglicano) que confere a celula sua 
forma e rigidez. A membrana plasmatica e as camadas ex- 
ternas a ela constituem o envelope celular. A membrana 
plasmatica das bacterias consiste em uma bicamada fina de 
moleculas lipidicas impregnadas de proteinas. As membra- 
nas plasmaticas arqueanas tern arquitetura similar, mas os 
lipideos podem ser acentuadamente diferentes das bacte¬ 
rias (ver Figura 10-12). Bacterias e arqueias tern especiali- 
zagoes grupo-especificas em sens envelopes celulares (Fi¬ 
gura l-6b-d). Algumas bacterias, chamadas gram-positivas 
porque se coloram com o corante de Gram (desenvoMdo 
por Hans Peter Gram em 1882), tern uma camada espessa 
de peptidoglicanos na parte externa da sua membrana plas¬ 
matica, mas nao apresentam uma membrana externa. Ja as 
bacterias gram-negativas tern uma membrana externa com- 
posta de uma dupla camada lipidica na qual se encontram 
inseridos lipopolissacarideos e proteinas chamadas porinas 


que proveem canals transmembrana para que compostos 
de baixo peso molecular e ions possam se difundir atraves 
dessa membrana externa. As estruturas na parte externa 
da membrana plasmatica das arqueias diferem de organis- 
mo para organismo, mas eles tambem tern uma camada de 
peptidoglicanos ou proteinas que conferem rigidez aos sens 
envelopes celulares. 

0 citoplasma daE. coli contem cerca de 15.000 ribosso- 
mos, varias copias (de 10 a milhares) de cada uma das apro- 
ximadamente 1.000 diferentes enzimas, talvez 1.000 com¬ 
postos organicos de massa molecular menor do que 1.000 
(metabolites e cofatores), e uma variedade de ions inor- 
ganicos. 0 nucleoide contem uma unica molecula de DNA 
circular, e o citoplasma (como na maioria das bacterias) 
contem um ou mais segmentos de DNA circular chamados 
de plasmideos. Na natureza, alguns plasmideos conferem 
resistencia a toxinas e antibioticos do ambiente. No labora- 
torio, esses segmentos de DNA circular sao praticos para 
a manipulagao experimental e sao ferramentas poderosas 
para a engenharia genetica (ver Capitulo 9). 

Outras especies de Bacteria e tambem de Archaea 
contem uma colegao similar de moleculas, mas cada espe- 
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(a) Ribossomos Os ribossomos de bacterias e arqueias sao 
menores do que dos eucarioticos, mas tern a mesma fun^ao - 
realizar a sintese de proteinas a partir de uma mensagem de RNA. 
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(b) Bacterias gram-positivas 
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FIGURA 1-6 Caracterfsticas estruturais comuns das celulas de 
bacterias e arqueias. (a) Este desenho em escala da E. coli serve para 
ilustrar algumas caracterfsticas comuns. (b) 0 envelope celular das bac¬ 
terias gram-positivas e uma simples membrana com uma camada grossa 
e rigida de peptidoglicanos em sua superficie externa. Uma variedade de 
polissacarideos e outros polimeros complexes estao entrelapados com os 
peptidoglicanos e, recobrindo o todo, ainda existe uma "camada solida" 
e porosa de glicoproteinas. (c) £ coli e gram-negativa e tern uma dupla 
membrana. Sua membrana externa tern um lipopolissacarideo (LPS) na 
superficie externa e fosfolipfdeos na superffcie interna. Esta membrana 


externa esta impregnada de canais proteicas (porinas) que permitem a di- 
fusao de pequenas moleculas atraves delas, mas nao de outras proteinas. 
A membrana interna, feita de fosfolipfdeos e protefnas, e impermeavel a 
ambos, as moleculas pequenas e grandes. Entre a membrana interna e 
externa, no periplasma, existe uma camada delgada de peptidoglicanos, 
que confere a celula forma e rigidez, mas que nao retem o corante de 
Gram. (d). As membranas arqueanas variam em estrutura e composipao, 
mas todas tern membrana unica cercada por uma camada externa que in- 
clui uma estrutura tipo peptidoglicano, uma concha de protefnas porosas 
(camada solida) ou ambas. 


cie tern especializagoes fisicas e metabolicas relacionadas 
ao nicho ambiental e fontes nutricionais. Cianobacterias, 
por exemplo, tern membranas internas especializadas em 
capturar energia da luz (Figura 19-67). Muitas arqueias 
vivem em ambientes extremes e tern adaptagoes bio- 
qmmicas para sobreviver em extremes de temperatura, 
pressao ou concentragao de sal. Diferengas observadas na 
estrutura dos ribossomos deram a primeira indicagao de 
que Bacteria e Archaea constituem grupos diferentes. A 
maioria das bacterias (inclusive E. coli) existe na forma 
de celulas individuais, mas muitas vezes associadas a bio- 
filmes ou peliculas, nas quais inumeras celulas se aderem 
umas as outras e ao mesmo tempo ao substrate solido que 
fica junto ou proximo de uma superficie aquosa. Celulas 
de algumas especies de bacterias (p. ex., mixobacteria) 
mostram um comportamento social simples, formando 
agregados multicelulares em resposta a sinais entre ce¬ 
lulas vizinhas. 


As celulas eucarioticas tern uma grande variedade de 
organelas providas de membranas, que podem ser 
isoladas para estudo 

As celulas eucarioticas tipicas (Figura 1-7) sao muito 
maiores do que as bacterias - em geral de 5 a 100 jam de 
diametro, com um volume de mil a um milhao de vezes 
maior do que o das bacterias. As caracterfsticas que distin- 
guem os eucariotos sao o nucleo e uma grande variedade de 
organelas envoltas por membranas com fungoes especifi- 
cas. Essa relagao de organelas inclui a mitocondria, o sitio 
da maior parte das reagoes extratoras de energia da celula; 
o reticulo endoplasmatico e aparelho de Golgi, que 
desempenham papeis centrals na sintese e processamento 
de lipideos e proteinas de membrana; peroxissomos, onde 
acidos graxos de cadeia bem longa sao oxidados; e lisos- 
somos, preenchidos com enzimas digestivas para degradar 
os restos celulares nao necessarios. Alem dessas organelas. 








































PRINCIPIOS DE BlOQUIMICA DE LEHNINGER 7 


(a) Celula animal 
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0 citoesqueleto sustenta as celulas e 
auxilia no movimento das organelas. 
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restos intracelulares. 

0 transporte de vesiculas faz o 
transito de protemas e lipideos 
entre o RE, o aparelho de Golgi e 
a membrana plasmatica. 

0 aparelho de Golgi processa, empacota e envia 
protemas para outras organelas ou para exporta^ao. 


0 reticulo endoplasmatico liso 
(REL) e o local de smtese de lipideos 
e de metabolismo de farmacos. 


0 reticulo endoplasmatico rugoso 
(RER) e urn local de muita 
smtese proteica. \ 


0 envelope nuclear separa a 
cromatina (DNA + protema) 
do citoplasma. 


A membrana plasmatica separa a 
celula do meio e regula o movimento 
dos materiais para dentro e para fora 
da celula. 


O cloroplasto absorve a luz solar e 
produz ATP e carboidratos. 


Os granules de amido armazenam 
temporariamente os carboidratos 
produzidos na fotossmtese. 


j Aparelho de 
Golgi 


Os tilacoides sao locais de 
smtese de ATP movida pela luz. 

A parede celular da forma e 
rigidez, protegendo a celula 
da intumescencia osmotica. 


0 vacuolo degrada e recicia 
macromoleculas e armazena 
metabolitos. 

0 plasmodesma permite i 
comunicagao entre duas 
celulas vegetais. 


0 glioxissomo contem enzimas do 
cicio do glioxilato. 


Parede celular de celulas 
adjacentes 


(b) Celula vegetal 


FIGURA1-7 Estrutura da celula eucariotica. Ilustragoes esquematicas 
dos dois principals tipos de celula eucariotica: (a) representaqao da celula 
animal e (b) representaqao da celula vegetal. As celulas vegetais geralmen- 
te tern diametro de 10 a 100 jitm - maiores do que as celulas animais, que 
variam entre 5 e 30 jLim. As estruturas marcadas em vermelho sao exclusivas 


das celulas animais; as marcadas em verde sao exclusivas das celulas vege¬ 
tais. Os microrganismos eucarioticos (como protistas e fungos) tern estrutu¬ 
ras semelhantes as das celulas animais e vegetais, mas muitos tambem tern 
organelas especializadas, nao ilustradas aqui. 










8 DAVID L. NELSON & MICHAEL M. COX 


as celulas vegetais tambem tern vacuolos (que acumulam 
grandes quantidades de acidos organicos) e cloroplastos 
(nos quais a luz solar realiza a smtese de ATP no processo 
da fotossmtese) (Figura 1-7). No citoplasma de muitas ce¬ 
lulas estao presentes tambem granules on goticulas conten- 
do nutrientes armazenados, como amido e gordura. 

Em um avango importante na bioquimica, Albert Claude, 
Christian de Duve e George Palade desenvolveram metodos 
para separar as organelas do citosol e elas entre si - etapa 
essencial na investigagao de suas estruturas e fungoes. Em 
um processo tipico de fracionamento (Figura 1-8), as ce¬ 
lulas ou tecidos em solugao sao suavemente rompidos per 
cisalhamento fisico. Esse tratamento rompe a membrana 
plasmatica, mas deixa Intacta a maioria das organelas. 0 ho- 
mogeneizado e entao centrifugado; organelas como nucleo, 
mitocondria e lisossomos diferem em tamanho e per isso 
sedimentam em velocidades diferentes. 

Esses metodos foram utilizados para estabelecer, por 
exemplo, que os lisossomos contem enzimas degradativas, 
as mitocondrias contem enzimas oxidativas, e os cloroplas¬ 
tos contem pigmentos fotossinteticos. 0 isolamento de uma 
organela rica em determinada enzima e, com frequencia, a 
primeira etapa de purificagao dessa enzima. 

0 citoplasma e organizado pelo citoesqueleto e e 
altamente dinamico 

A microscopia de fluorescencia revela varies tipos de fi- 
lamentos proteicos atravessando a celula eucariotica em 
varias diregoes, formando uma rede tridimensional interli- 
gada, o citoesqueleto. Existem tres tipos gerais de fila- 
mentos citoplasmaticos - filamentos de actina, microtubu¬ 
les e filamentos intermediaries (Figura 1-9) - que diferem 
em largura (de 6 a 22 nm), composigao e fungao especifica. 
Todos os tipos conferem estrutura e organizagao ao cito¬ 
plasma e forma a celula. Os filamentos de actina e os micro¬ 
tubules tambem auxiliam na movimentagao das organelas e 
da celula inteira. 

Cada tipo de componente do citoesqueleto e compos- 
to por subunidades proteicas simples que se associam de 
forma nao covalente para formar filamentos de espessura 
uniforme. Esses filamentos nao sao estruturas permanen- 
tes, sendo submetidos a constante desmontagem em suas 
subunidades e remontagem novamente em filamentos. Sua 
localizagao na celula nao e rigidamente fixa, podendo mu- 
dar drasticamente com a mitose, a citocinese, o movimento 
ameboide ou mudangas na forma celular. A montagem, a 
desmontagem e a localizagao de todos os tipos de filamen¬ 
tos sao reguladas por outras proteinas, as quais servem 
para ligar ou reunir os filamentos ou para mover as orga¬ 
nelas citoplasmaticas ao longo deles. (Bacterias contem 
proteinas tipo actina que servem a fungoes semelhantes 
aquelas das celulas.) 

0 quadro que emerge dessa breve vistoria da estrutura 
da celula eucariotica e o de uma celula com uma trama de 
fibras estruturais e um sistema complexo de compartimen- 
tos envoltos por membranas (Figura 1-7). Os filamentos 
se desmontam e se remontam em outro lugar. As vesiculas 
providas de membrana brotam de uma organela e se fun- 
dem com outra. As organelas se movem pelo citoplasma ao 
longo de filamentos proteicos, e sen movimento e impul- 
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FIGURA 1-8 Fracionamento subcelular de tecidos. Um tecido como o 
hepatico e homogeneizado mecanicamente para romper as celulas e dis- 
persar seu conteudo em um tampao aquoso. 0 meio com sacarose tern uma 
pressao osmotica semelhante a das organelas, equilibrando assim a difusao 
da agua para dentro e para fora das organelas, as quais intumesceriam e 
explodiriam em uma solugao de osmolaridade mais baixa (ver Figura 2-13). 
As particulas grandes e pequenas em suspensao podem ser separadas por 
centrifugagao em diferentes velocidades. As particulas maiores sedimentam 
com mais rapidez do que as particulas pequenas, e o material soluvel nao se 
sedimenta. Pela escolha cuidadosa das condigoes de centrifugagao, as fra- 
goes subcelulares podem ser separadas por caracterizagao bioquimica. 


sionado por proteinas motoras dependentes de energia. 0 
sistema de endomembranas segrega processes metabo- 
licos especificos e prove superficies sobre as quais ocorrem 
determinadas reagoes catalisadas por enzimas. A exocito- 
se e a endocitose, mecanismos de transporte (para fora 
e para dentro da celula, respectivamente) que envolvem 
fusao e fissao de membranas, produzem vias entre o ci¬ 
toplasma e o meio circundante, permitindo a secregao de 
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(a) 



(b) 


FIGURA1-9 Os tres tipos de filamentos do citoesqueleto: filamentos 
de actina, microtubulos e filamentos intermediarios. As estruturas ce- 
lulares podem ser marcadas com urn anticorpo (que reconheqa determinada 
proteina) covalentemente ligado a urn composto fluorescente. As estruturas 
marcadas sao visiveis quando a celula e observada sob urn microscopio de 
fluorescencia. (a) Celulas endoteliais da arteria pulmonar bovina. Feixes de 
filamentos de actina denominados "fibras de estresse" estao marcados em 
vermelho; os microtubulos, irradiando a partir do centro da celula, estao mar¬ 
cados em verde; e os cromossomos (no nucleo) estao marcados em azul. 
(b) Celula de pulmao de salamandra em mitose. Os microtubulos (verde) 
ligados a estruturas chamadas de cinetocoros (amarelo) sobre os cromos¬ 
somos condensados (azul) puxam os cromossomos para polos opostos, ou 
centrossomos (magenta), da celula. Os filamentos intermediarios, formados 
de queratina (vermelho), mantem a estrutura da celula. 


substancias produzidas na celula e a captagao de materials 
extracelulares. 

Essa organizagao do citoplasma, embora complexa, esta 
longe de ser aleatoria. 0 movimento e o posicionamento das 
organelas e dos elementos do citoesqueleto estao sob firme 
regulagao. Em determinados estagios da vida a celula euca- 


riotica e submetida a reorganizagoes drasticas, conduzidas 
com exatidao, como nos eventos da mitose. As interagoes 
entre o citoesqueleto e as organelas sao nao covalentes, sao 
reversiveis e sujeitas a regulagao em resposta a varies sinais 
intra e extracelulares. 

As celulas constroem estruturas supramoleculares 

As macromoleculas e suas subunidades monomericas dife- 
rem muito em tamanho (Figura 1-10). Uma molecula de 
alanina tern menos de 0,5 nm de comprimento. Uma mole¬ 
cula de hemoglobina, a proteina transportadora de oxigenio 
dos eritrocitos (celulas vermelhas do sangue), consiste em 
subunidades contendo cerca de 600 residues de aminoaci- 
dos em quatro longas cadeias, dobradas em forma globular 
e associadas em uma estrutura de 5,5 nm de diametro. As 
proteinas, por sua vez, sao muito menores do que os ribos- 
somos (cerca de 20 nm de diametro), os quais, por sua vez, 
sao menores do que organelas como as mitocondrias, que 
tern 1.000 nm de diametro. E um grande salto das biomole- 
culas simples as estruturas celulares que podem ser vistas 
ao microscopio optico. A Figura 1-11 ilustra a hierarquia 
estrutural na organizagao celular. 

As subunidades monomericas das proteinas, dos aci- 
dos nucleicos e dos polissacarideos sao unidas por ligagoes 
covalentes. Nos complexos supramoleculares, contudo, as 
macromoleculas sao unidas por interagoes nao covalentes 
- individualmente muito mais fracas do que as covalentes. 
Entre essas interagoes, estao as ligagoes de hidrogenio 
(entre grupos polares), as interagoes ionicas (entre gru- 
pos carregados), as interagoes hidrofobicas (entre grupos 
apolares em solugao aquosa) e as interagoes de van der 
Waals (forgas de London) - todas elas com energia muito 
menor do que as ligagoes covalentes. Essas interagoes sao 
descritas no Capitulo 2. 0 grande numero de interagoes 
fracas entre as macromoleculas em complexos supramole¬ 
culares estabilizam essas agregagoes, gerando suas estru¬ 
turas caracteristicas. 

Estudos in vitro podem omitir intera^es importantes 
entre moleculas 

Uma abordagem para o entendimento de um processo bio- 
logico e o estudo in vitro de moleculas purificadas (“no 
vidro” - no tubo de ensaio), sem a interferencia de outras 
moleculas presentes na celula Intacta - isto e, in vivo (“no 
vivo”). Embora essa abordagem seja muito esclarecedora, 
deve-se considerar que o interior de uma celula e total- 
mente diferente do interior de um tubo de ensaio. Os com- 
ponentes “interferentes” eliminados na purificagao podem 
ser cruciais para a fungao biologica ou para a regulagao 
da molecula purificada. Por exemplo, estudos in vitro de 
enzimas puras sao comumente realizados com concentra- 
goes muito baixas da enzima em solugoes aquosas sob agi- 
tagao. Na celula, uma enzima esta dissoMda ou suspensa 
no citosol com consistencia gelatinosa junto com milhares 
de outras proteinas, e algumas delas se ligam a enzima e 
influenciam sua atividade. Algumas enzimas sao compo- 
nentes de complexos multienzimaticos nos quais os rea- 
gentes passam de uma enzima para a outra, sem interagir 
com o solvente. Quando todas as macromoleculas conhe- 
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cidas de uma celula sao representadas em suas dimensoes 
e concentragoes conhecidas (Figura 1-12), fica claro que 
o citosol e bem ocupado e que a difusao de macromolecu- 
las dentro do citosol deve ser mais lenta devido a colisao 
com outras estmturas grandes. Em resumo, certa molecu- 
la pode ter um comportamento muito diferente na celula e 
in vitro. Um desafio central na bioqmmica e entender as 
influencias da organizagao celular e das associagoes ma- 


(a) Alguns dos aminoaddos das protemas 



cromoleculares sobre a fungao das enzimas individuais e 
outras biomoleculas - para entender a fungao in vivo as- 
sim como in vitro. 

RESUM01.1 Fundamentos celulares 

► Todas as celulas sao delimitadas por uma membrana 
plasmatica; tern um citosol contendo metabolitos, coen- 
zimas, ions inorganicos e enzimas; e tern um conjunto 
de genes contidos dentro de um nucleoide (bacterias e 
arqueias) ou de um nucleo (eucariotos). 

► Todos os organismos requerem uma fonte de energia 
para realizar o trabalho celular. Os fototroficos obtem 
energia da luz solar; os quimiotroficos oxidam combus- 
tiveis quimicos, transferindo eletrons para bons acep- 
tores: compostos inorganicos, compostos organicos ou 
oxigenio molecular. 

► As celulas de bacterias e de arqueias contem citosol, nu¬ 
cleoide e plasmideos, todos contidos dentro de um en¬ 
velope celular. As celulas eucarioticas tern nucleo e sao 


FIGURA 1-10 Os compostos organicos a partir dos quais e formada 
a major parte dos materials celulares: o ABC da bioquimica. Estao 
mostrados aqui (a) seis dos 20 aminoaddos que formam todas as proteinas 
(as cadeias laterals estao sombreadas em vermelho); (b) as dnco bases nitro- 
genadas, os dois aqucares de dnco carbonos e os ions fosfato que formam 
os addos nudeicos; (c) os dnco componentes dos lipideos de membrana; 
e (d) D-glicose, o aqucar simples que forma a maioria dos carboidratos. Ob¬ 
serve que o fosfato e um componente dos addos nudeicos e dos lipideos 
de membrana. 


(b) Os componentes dos acidos nudeicos 


(c) Alguns componentes dos lipideos 
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FIGURA 1-11 Hierarquia estrutural na organiza^ao molecular das 
celulas. As organelas e outras estruturas relativamente grandes das celu- 
las sao feitas de complexos supramoleculares, que por sua vez sao feitos de 
moleculas menores e de subunidades moleculares menores. Por exempio, 


o nucleo desta celula de planta contem cromatina, complexo supramo- 
lecular que consiste em DNA e proteinas (histonas). 0 DNA e feito de su¬ 
bunidades monomericas simples (nucleotideos), assim como as proteinas 
(aminoacidos). 


multicompartimentalizadas, com determinados proces- 
sos segregados em organelas especificas; as organelas 
podem ser separadas e estudadas isoladamente. 

► As proteinas do citoesqueleto se organizam em longos 
filamentos que dao forma e rigidez as celulas e servem 
como trilhos ao longo dos quais as organelas celulares se 
deslocam por toda a celula. 
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Flagelo 


Membrana 
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Membrana 
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FIGURA 1-12 Acelula lotada. Este desenho de David Goodsell e uma re- 
presentapao precisa dos tamanhos relativos e numero de macromoleculas 
em uma regiao pequena da celula de E. coli. Este citosol concentrado, repleto 
de proteinas e acidos nucleicos, e muito diferente de urn extrato tipico de 
celulas em estudos bioquimicos onde o citosol e diluido muitas vezes, alte- 
rando bastante a interapao entre as macromoleculas. 


► Complexos supramoleculares unidos por interagoes nao 
covalentes sao parte de uma hierarquia de estruturas, 
algumas delas visiveis ao microscopio optico. Quando 
moleculas individuais sao removidas desses complexos 
para serem estudadas in vitro, algumas interagoes, im- 
portantes na celula viva, podem ser perdidas. 


1.2 Fundamentos qui'micos 

A bioquimica tenta explicar as formas e as fungoes biolo- 
gicas em termos quimicos. No final do seculo XVIII, os qui- 
micos concluiram que a composigao da materia viva e im- 
pressionantemente diferente daquela do mundo inanimado. 
Antoine-Laurent Lavoisier (1743-1794) percebeu a relati- 
va simplicidade do “mundo mineral” e contrastou-a com a 
complexidade dos “mundos animal e vegetal”. Ele sabia que 
esses ultimos eram constituidos de compostos ricos nos ele- 
mentos carbono, oxigenio, nitrogenio e fosforo. 

Durante a primeira metade do seculo XX, investigagoes 
bioquimicas conduzidas em paralelo sobre a oxidagao da 
glicose em leveduras e celulas de musculo animal revela- 
ram semelhangas quimicas marcantes nesses dois tipos 
celulares aparentemente muito distintos, indicando que a 
queima da glicose em leveduras e celulas musculares envol- 
ve os mesmos 10 intermediarios quimicos e as mesmas 10 
enzimas. Estudos subsequentes de muitos outros processes 
quimicos em diferentes organismos confirmaram a gene- 
ralidade dessa observagao, resumida em 1954 por Jacques 
Monod: “0 que vale para a E. coli tambem vale para um 
elefante”. A atual compreensao de que todos os organis¬ 
mos tern uma origem evolutiva comum baseia-se, em parte, 
nessa observagao de que todos compartilhem dos mesmos 
processes e intermediarios quimicos, o que muitas vezes e 
denominado de unidade bioquimica. 
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FIGURA 1-13 Elementos essenciais para a 
vida e a saude dos animals. Os elementos 
principals (vermelho) sao componentes estrutu- 
rais das celulas e dos tecidos e sao necessarios na 
dieta em uma quantidade de varios gramas por 
dia. Para os elementos-trapo (amarelo), as quan- 
tidades requeridas sao muito menores: para hu- 
manos, alguns miligramas por dia de Fe, Cu e Zn 
sao suficientes, e quantidades ainda menores dos 
demais elementos. As necessidades minimas para 
plantas e microrganismos sao semelhantes as 
mostradas aqui; o que varia sao as maneiras pelas 
quais eles adquirem esses elementos. 


Menos de 30 entre os mais de 90 elementos qmmicos 
de ocorrencia natural sao essenciais para os organismos. A 
maioria dos elementos da materia viva tern um numero ato- 
mico relativamente baixo; somente tres tern numeros ato- 
micos maiores do que o selenio, 34 (Figura 1-13). Os qua- 
tro elementos qmmicos mais abundantes nos organismos 
vivos, em termos de porcentagem do total de numero de 
atomos, sao hidrogenio, oxigenio, nitrogenio e carbono, que 
juntos constituem mais de 99% da massa das celulas. Eles 
sao os elementos mais leves capazes de formar de maneira 
eficiente uma, duas, tres e quatro ligagoes; em geral, os ele¬ 
mentos mais leves formam ligagoes mais fortes. Os elemen- 
tos-trago (Figura 1-13) representam uma fragao minuscula 
do peso do corpo humano, mas todos sao essenciais a vida, 
geralmente por serem essenciais para a fungao de protei- 
nas especificas, incluindo muitas enzimas. A capacidade 
de transporte de oxigenio da hemoglobina, por exemplo, e 
totalmente dependente de quatro ions ferro, que somados 
representam somente 0,3% da massa total. 

Biomoleculas sao compostos de carbono com uma 
grande variedade de grupos funcionais 

A quimica dos organismos vivos esta organizada em torno 
do carbono, que contribui com mais da metade do peso 
seco das celulas. 0 carbono pode formar ligagoes simples 
com atomos de hidrogenio, assim como ligagoes simples e 
duplas com atomos de oxigenio e nitrogenio (Figura 1-14). 
A capacidade dos atomos de carbono de formar ligagoes 
simples estaveis com ate quatro outros atomos de carbono 
e de grande importancia na biologia. Dois atomos de car¬ 


bono tambem podem compartilhar dois (ou tres) pares de 
eletrons, formando assim ligagoes duplas (ou triplas). 

As quatro ligagoes simples que podem ser formadas pelo 
atomo de carbono se projetam a partir do nucleo formando 
os quatro vertices de um tetraedro (Figura 1-15), com 
angulo de aproximadamente 109,5° entre duas ligagoes 
quaisquer e comprimento medio de ligagao de 0,154 nm. A 
rotagao e livre em torno de cada ligagao simples, a menos 
que grupos muito grandes ou altamente carregados estejam 
ligados aos atomos de carbono. Nesse caso, a rotagao pode 
ser limitada. Ja a ligagao dupla e mais curta (cerca de 0,134 
nm) e rigida, permitindo somente uma rotagao limitada em 
torno do seu eixo. 

Atomos de carbono covalentemente ligados em biomo¬ 
leculas podem formar cadeias lineares, ramificadas e estru- 
turas ciclicas. Aparentemente, a versatilidade de ligagao do 
carbono com outro carbono e com outros elementos foi o 
principal fator na selegao dos compostos de carbono para 
a maquinaria molecular das celulas durante a origem e a 
evolugao dos organismos vivos. Nenhum outro elemento 
quimico consegue formar moleculas com tanta diversidade 
de tamanhos, formas e composigao. 

A maioria das biomoleculas deriva dos hidrocarbonetos, 
tendo atomos de hidrogenio substituidos por uma grande 
variedade de grupos funcionais que conferem propriedades 
quimicas especificas a molecula, formando diversas familias 
de compostos organicos. Exemplos tipicos dessas biomole¬ 
culas sao os alcoois, que tern um ou mais grupos hidroxila; 
aminas, com grupos amina; aldeidos e cetonas, com gru¬ 
pos carbonila; e acidos carboxilicos, com grupos carboxi- 
la (Figura 1-16). Muitas biomoleculas sao polifuncionais. 



FIGURA 1-14 A versatilidade do 
carbono em formar ligates. 0 

carbono pode formar ligagoes cova- 
lentes simples, duplas e triplas (indi- 
cadas em vermelho), particularmente 
com outros atomos de carbono. Li¬ 
gagoes triplas sao raras em biomo¬ 
leculas. 
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FIGURA 1-15 Geometria da liga^ao do carbono. (a) Os atomos de 
carbono tern urn arranjo tetraedrico bem caracteristico para suas quatro 
ligaqoes simples, (b) A ligapao simples carbono-carbono tern liberdade de 
rotapao, como mostrado para o composto etano (CH 3 —CH 3 ). (c) Ligapoes 


duplas sao mais curtas e nao permitem rotapao. Os dois carbonos ligados 
por ligapao dupla e os atomos designados por A, B, X e Y estao todos no 
mesmo piano rigido. 
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FIGURA 1-16 Alguns grupos funcionais comuns em biomoleculas. 

Os grupos funcionais estao pintados com uma cor usada para o elemento 
que caracteriza aquele grupo: cinza para C, cor salmao para 0, azul para N, 
amarelo para S e cor de laranja para R Nesta figura e em todo o livro, sera 


usado R para representar "qualquer substituinte". Ele pode ser tao simples 
como urn atomo de hidrogenio, mas geralmente sera urn grupo contendo 
carbono. Quando dois ou mais substituintes sao mostrados em uma mole- 
cula, serao designados como R\ R^ e assim por diante. 
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FIGURA 1-17 Varies grupos funcionais comuns em uma unica 
biomolecula. Acetil-coenzima A (frequentemente abreviada como acetil- 
-CoA) e uma carreadora de grupos acetila em algumas reaqoes enzimaticas. 
Os grupos funcionais sao mostrados na formula estrutural. Como sera visto 
no Capitulo 2, alguns desses grupos funcionais podem existir nas formas 


protonadas ou nao protonadas, dependendo do pH. No modelo de volume 
atomico, N e azul, C e preto, P e cor de laranja, 0 e cor salmao e H e branco. 0 
atomo amarelo no lado esquerdo e o enxofre da ligaqao tioester, importante 
na mediaqao entre a parte acetila e coenzima A. 


contendo dois ou mais tipos de grupos funcionais (Figu- 
ra 1-17), cada qual com suas caracteristicas quimicas e 
de reagao. A “personalidade” quimica de um composto e 
determinada pela quimica de seu grupo funcional e pela sua 
disposigao no espago tridimensional. 

As celulas contem um conjunto universal de 
moleculas pequenas 

Existe uma colegao de aproximadamente mil moleculas 
organicas pequenas (M^ —100 a —500) diferentes dissoM- 
das na fase aquosa (citosol) das celulas, com concentragao 


intracelular na faixa de nanomolar a milimolar (ver Figura 
15-4). (Consultar no Quadro 1-1 a explicagao sobre as va- 
rias maneiras de se referir as massas moleculares.) Esses 
sao os metabolitos centrals das principals rotas metabo- 
licas que ocorrem em quase todas as celulas - isto e, os 
metabolitos e as rotas que foram conservados durante o 
curso da evolugao. Essa colegao de moleculas inclui os ami- 
noacidos comuns, nucleotideos, agucares e sens derivados 
fosforilados e acidos mono, di e tricarboxilicos. As mole¬ 
culas podem ser polares ou carregadas, e sao soluveis em 
agua. Elas estao aprisionadas no interior das celulas por- 
que a membrana plasmatica e impermeavel a elas, embora 


QUADR01 -1 Peso molecular, massa molecular e suas unidades corretas 


Ha duas maneiras comuns (e equivalentes) para descre- 
ver massa molecular, e as duas sao usadas neste texto. A 
primeira e peso molecular, ou massa molecular rela- 
tiva, denominada M^. 0 peso molecular da substancia e 
definido como a relagao da massa da molecula da subs¬ 
tancia para um duodecimo da massa do carbono-12 (^^C). 
Visto que e uma razao, ela e adimensional - nao tern 
unidades associadas. A segunda e a massa molecular, 
denotada por m, simplesmente a massa da molecula, ou 
a massa molar, dividida pelo numero de Avogadro. Essa 
massa molecular, m, e expressa em daltons (abreviado 
Da). Um dalton e equivalente a um duodecimo da massa 
do carbono-12; um quilodalton (kDa) e 1.000 daltons; um 
megadalton (MDa) e um milhao de daltons. 


Considere, por exemplo, uma molecula com massa 
1.000 vezes superior a da agua. Pode-se dizer que essa mo¬ 
lecula temM^ = 18.000 ou m = 18.000 daltons. Pode-se 
tambem descreve-la como “molecula com 18 kDa”. Entre- 
tanto, a expressaoM^ = 18.000 daltons e incorreta. Outra 
unidade conveniente para descrever a massa de um unico 
atomo ou molecula e a unidade de massa atomica (antes 
denominada u.m.a., agora geralmente descrita como u). 
Uma unidade de massa atomica (1 u) e definida como um 
duodecimo da massa do atomo do carbono-12. Experi- 
mentalmente, a medida da massa de um atomo de carbo- 
no-12 e 1,9926 X 10“"® g, entao 1 u = 1,6606 X 10“"''g. A 
unidade de massa atomica e conveniente para descrever a 
massa dos picos observados em espectrometria de massas 
(ver Capitulo 3, pagina 100). 
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transportadores de membrana especificos possam catalisar 
o deslocamento de algumas moleculas para dentro e para 
fora da celula ou entre compartimentos nas celulas euca- 
rioticas. A ocorrencia universal dos mesmos conjuntos de 
compostos nas celulas vivas reflete a conservagao evoluti- 
va das rotas metabolicas que se desenvolveram nas celulas 
primitivas. 

Existem outras biomoleculas pequenas especlficas de 
certos tipos de celulas ou organismos. For exemplo, plantas 
vasculares contem, alem do conjunto universal, moleculas 
pequenas chamadas de metabolites secundarios, que 
exercem fungoes especlficas para a vida da planta. Esses 
metabolitos incluem compostos que dao as plantas sens 
aromas e cores caracterlsticos, e compostos como morfina, 
quinino, nicotina e cafelna que sao apreciados pelos seus 
efeitos fisiologicos em humanos, mas usados para outros 
propositos pelas plantas. 

0 conjunto completo de moleculas pequenas em uma 
dada celula sob um conjunto especlfico de condigoes tern 
sido chamado de metaboloma, em analogia ao termo “ge- 
noma”. Metabolomica e a caracterizagao sistematica do 
metaboloma sob condigoes bem especlficas (como apos 
a administragao de um farmaco ou de um sinal biologico 
como insulina). 

As macromoleculas sao os principals constituintes 
das celulas 

Muitas moleculas biologicas sao macromoleculas, poll- 
meros com peso molecular acima de —5.000 montados a 
partir de precursores relativamente simples. Pollmeros 
mais curtos sao chamados de oligomeros (do grego oligos, 
“poucos”). Protelnas, acidos nucleicos e polissacarldeos sao 
macromoleculas feitas de monomeros cujos pesos molecu- 
lares sao 500 ou menos. A slntese de macromoleculas e a 
atividade que mais consume energia nas celulas. As macro¬ 
moleculas podem ainda sofrer processamentos adicionais 
que resultam em complexes supramoleculares, formando 
unidades funcionais como os ribossomos. A Tabela 1-1 mos- 
tra as principals classes de biomoleculas em uma celula de 
E. coil. 


TABELA 1-1 


Componentes moleculares de uma celula de £ coli 


Numero aproximado de 



Porcentagem do 

espedes moleculares 


peso total de celula 

diferentes 

Agua 

70 

1 

Protelnas 

15 

3.000 

Acidos nucleicos 



DNA 

1 

1-4 

RNA 

6 

> 3.000 

Polissacarldeos 

3 

10 

Lipldeos 

2 

20 

Subunidades monome¬ 
ricas e interme diarias 

2 

500 

fons inorganicos 

1 

20 


As protemas, que sao pollmeros longos de aminoacidos, 
constituem a maior fragao (alem da agua) da celula. Algu¬ 
mas protelnas tern atividade catalltica e funcionam como 
enzimas; outras servem como elementos estruturais, recep- 
tores de sinal, ou transportadores que carregam substancias 
especlficas para dentro ou para fora das celulas. As protel¬ 
nas sao, talvez, as mais versateis de todas as biomoleculas; 
um catalogo de suas mais variadas fungoes seria bem ex- 
tenso. 0 conjunto de todas as protelnas em funcionamento 
em determinada celula e chamado de proteoma da celula, 
e proteomica e a caracterizagao sistematica dessa guarni- 
gao total de protelnas observadas em um conjunto especl¬ 
fico de condigoes. Os acidos nucleicos, DNA e RNA, sao 
pollmeros de nucleotldeos. Eles armazenam e transmitem 
a informagao genetica, e algumas moleculas de RNA apre- 
sentam tambem fungao estrutural e catalltica em comple¬ 
xes supramoleculares. 0 genoma e a sequencia completa 
do DNA da celula (ou no caso do RNA viral, o seu RNA), e 
genomica e a caracterizagao da estrutura comparativa, fun¬ 
gao, evolugao e mapeamento dos genomas. Os polissacari- 
deos, pollmeros de agucares simples como a glicose, apre- 
sentam tres fungoes principals: depositos de combustlvel de 
alto conteudo energetico, componentes estruturais rlgidos 
da parede celular (em plantas e bacterias) e elementos no 
reconhecimento extracelular que se ligam a protelnas de 
outras celulas. Pollmeros mais curtos de agucares (oligossa- 
carldeos) ligados a protelnas ou lipldeos na superflcie da 
celula servem como sinais celulares especificos. 0 glico- 
ma da celula e o conjunto de todas as moleculas contendo 
carboidratos. Os lipideos, derivados de hidrocarbonetos e 
insoluveis em agua, servem como componentes estruturais 
das membranas, depositos de combustlvel de alto conteudo 
energetico, pigment os e sinais intracelulares. 0 conjunto de 
todas as moleculas contendo lipldeos em uma celula consti- 
tui 0 seu lipidoma. Com a aplicagao de metodos senslveis 
e elevado poder de resolugao (p. ex., espectrometria de 
massas), e posslvel distinguir e quantificar centenas e mi- 
Ihares desses componentes e, portanto, quantificar as suas 
variagoes em resposta as alteragoes das condigoes, sinais ou 
drogas. A biologia de sistemas e uma abordagem que tenta 
integrar a informagao da genomica, proteomica, glicomica e 
lipidomica para fornecer uma descrigao molecular de todas 
as atividades da celula sob um conjunto de condigoes, e as 
mudangas que ocorrem quando o sistema e perturbado por 
sinais externos, por certas situagoes ou por mutagoes. 

Protelnas, polinucleotldeos e polissacarldeos apresen- 
tam um grande numero de subunidades monomericas e, 
como consequencia, alto peso molecular - na faixa de 5.000 
ate mais de 1 milhao para protelnas, ate varies bilhoes para 
acidos nucleicos e milhoes para polissacarldeos como o 
amido. Moleculas de lipldeos individuais sao muito menores 
entre 750 e 1.500) e nao sao classificadas como ma¬ 
cromoleculas, mas podem associar-se nao covalentemente 
formando estruturas muito grandes. Membranas celulares 
sao formadas por grandes agregados nao covalentes de mo¬ 
leculas de lipldeos e protelnas. 

Dadas as sequencias caracterlsticas de suas subunidades, 
ricas em informagao, as protelnas e os acidos nucleicos sao 
muitas vezes referidos como macromoleculas informacio- 
nais. Alguns oligossacarldeos, como observado anteriormen- 
te, tambem servem como moleculas informacionais. 






16 DAVID L. NELSON & MICHAEL M. COX 


A estrutura tridimensional e descrita pela configura^ao e 
pela conforma^ao 

As ligagoes covalentes e os gmpos funcionais das biomole- 
culas sao, obviamente, essenciais para o seu funcionamen- 
to, como tambem e o arranjo dos constituintes atomicos das 
moleculas no espago tridimensional - isto e, sua estereoqui- 
mica. Compostos contendo carbono normalmente existem 
como estereoisomeros, moleculas com as mesmas liga- 
goes quimicas e mesma formula molecular, mas com dife- 
rentes configuragoes. Interagoes entre biomoleculas sao 
invariavelmente estereoespecificas, exigindo configura- 
goes especificas das moleculas interagentes. 

A Figura 1-18 mostra tres maneiras de ilustrar a este- 
reoquimica, ou configuragao, das moleculas simples. 0 dia- 
grama em perspectiva especifica a estereoquimica de forma 
inequivoca, mas o angulo das ligagoes e os comprimentos 
das ligagoes centre a centre sao mais bem representados 
pelos modelos de esfera e bastao. No modelo de volume 
atomico, o rale de cada “atomo” e proporcional ao seu raio 
de van der Waals, e os contornos do modelo definem o espa- 
go ocupado pela molecula (o volume do espago no qual os 
atomos das outras moleculas estao excluidos). 

A configuragao e conferida pela presenga de (1) ligagoes 
duplas, em torno das quais existe pouca ou nenhuma liber- 
dade de rotagao, ou (2) pela presenga de centres quirais, em 
torno dos quais grupos substituintes sao arranjados em uma 
orientagao especifica. A caracteristica que permite identifi- 
car estereoisomeros e o fato de nao poderem ser intercom 








H-C-H Q 
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FIGURA 1-18 Representa^es das moleculas. Tres maneiras de repre- 
sentar a estrutura do aminoacido alanina (mostrado na forma ionica encon- 
trada em pH neutro). (a) Formula estrutural em perspectiva: uma cunha soli- 
da M representa uma ligapao na qual o atomo se projeta para fora do piano 
do papel, na direpao do leitor; a cunha tracejada M representa a ligapao 
estendida para tras do piano do papel. (b) Modelo de esfera e bastao, mos- 
trando os comprimentos relativos das ligapoes e os angulos das ligapoes. (c) 
Modelo de volume atomico, no qual cada atomo e mostrado com seu raio 
de van der Waals relative correto. 


vertidos sem quebrar temporariamente uma ou mais liga¬ 
goes covalentes. A Figura 1-19a mostra a configuragao do 
acido maleico e seu isomero, acido fumarico. Esses compos¬ 
tos sao isomeros geometricos, ou isomeros cis-trans, 
que diferem no arranjo de sens grupos substituintes com 
respeito a ligagao dupla rigida (nao rotativa) (do latim cis, 
“neste lado” - grupos com ligagoes duplas do mesmo lado; 
trans, “atraves de” - grupos em lados opostos). 0 acido ma- 



Acido maleico (cis) 



HOOC^ 

\=C 

H \00H 
Acido fumarico (trans) 


FIGURA 1-19 Configuragao de isomeros geometricos. (a) Isomeros 
como o acido maleico (maleato em pH 7) e o acido fumarico (fumarato) nao 
podem ser interconvertidos sem quebrar ligapoes covalentes, o que requer o 
gasto de muito mais energia do que a media da energia cinetica das molecu¬ 
las a temperaturas fisiologicas. (b) Na retina dos vertebrados, o evento inicial 
na detecpao de luz e a absorpao da luz visivel pelo 11 -c/s-retinal. A energia 
da luzabsorvida (em torno de 250 kJ/mol) converte 11-c/s-retinal em retinal 
todo trans, provocando mudanpas na celula da retina, o que desencadeia 
o impulse nervoso. (Note que os atomos de hidrogenio sao omitidos nos 
modelos de esfera e bastao.) 


(a) 



luz 





1 1-c/s-Retinal 
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todo-frans-Retinal 
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FIGURA 1-20 Assimetria molecular: moleculas quirais e nao qui- 
rais. (a) Quando urn atomo de carbono tern quatro grupos substituintes 
diferentes (A, B, X, Y), estes podem estar arranjados de duas maneiras, que 
representam imagens especulares nao sobreponiveis (enantiomeros). 0 ato¬ 
mo de carbono assimetrico e chamado de atomo quiral ou centro quiral. (b) 
Quando urn carbono tetraedrico tern somente tres grupos diferentes (isto e, 

leico (maleato no pH neutro do citoplasma) e o isomero cis, 
e 0 acido fumarico (fumarato), o isomero trans] cada um dos 
compostos e bem definido e eles podem ser separados um 
do outro, cada um possuindo propriedades quimicas unicas. 
Um sitio de ligagao (p. ex., em uma enzima) complementar a 
uma dessas moleculas nao sera complementar a outra, o que 
explica por que esses dois compostos tern papeis bioldgicos 
distintos apesar de sua constituigao quimica similar. 

No seguudo tipo de estereoisomeros, os quatro diferentes 
substituintes ligados a um atomo de carbono tetraedrico po¬ 
dem ser arranjados em duas formas espaciais distiutas - isto 
e, tern duas coufiguragoes (Figura 1-20) - produzindo dois 
estereoisomeros com propriedades quimicas semelhautes ou 
ideuticas, porem diferiudo em certas propriedades fisicas e 
bioldgicas. Um atomo de carbono com quatro substituintes 


o mesmo grupo ocorre duas vezes), somente uma configuraqao e possivel 
e a molecula e simetrica ou nao quiral. Neste caso, a molecula tern sua ima¬ 
gem superposta na imagem especular: a molecula do lado esquerdo pode 
girar no sentido anti-horario (quando vista de cima para baixo na direqao da 
ligagao de A com C) para formar a molecula vista no espelho. 


diferentes e cousiderado assimetrico, e carbonos assimetricos 
sao chamados de centres quirais (do grego chiros, “mao”; 
alguus estereoisomeros estao estruturalmeute relaciouados 
da mesma forma que a mao direita esta relacionada com a es- 
querda). Uma molecula com somente um carbono quiral pode 
ter dois estereoisomeros; quando dois ou mais (n) carbonos 
quirais estao presentes, eutao podem existir 2"" estereoiso¬ 
meros. Estereoisomeros que sao imagens especulares um do 
outro sao chamados de enantiomeros (Figura 1-20). Pares 
de estereoisomeros que nao sao imagens especulares um do 
outro sao chamados de diastereoisomeros (Figura 1-21). 

Como Louis Pasteur pela primeira vez observou em 1843 
(Quadro 1-2), os enantiomeros tern reatividades quimicas 
quase ideuticas, mas diferem em uma propriedade fisica 
bem caracteristica: sua interagao com a luz polarizada. Em 


Enantiomeros (imagens especulares) 

I -1 


Enantiomeros (imagens especulares) 

I -1 



Diastereoisomeros (imagens nao especulares) 


FIGURA 1-21 Enantiomeros e diastereoisdmeros. Existem quatro dife¬ 
rentes estereoisomeros de 2,3-butanos dissubstituidos (n = 2 carbonos assi¬ 
metricos, consequentemente 2" = 4 estereoisomeros). Cada um e mostrado 
em um retangulo com a formula em perspective e o modelo de esfera e 


bastao, que foi girado para a visualizagao de todos os grupos. Dois pares de 
estereoisomeros sao imagens especulares um do outro, ou enantiomeros. 
Outros pares nao sao imagens especulares, sendo diastereoisomeros. 
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QUADR01 -2 Louis Pasteur e atividade optica: In Vino, Veritas 


Louis Pasteur descobriu o fenomeno da 
atividade optica em 1843, durante sua 
investigagao sobre os sedimentos cristali- 
nos que se acumulavam nos barris de vinho 
(forma de acido tartarico chamado de acido 
paratartarico - tambem chamado de acido 
racemico, do latim racemus, “cacho de 
uvas”). Ele usou pingas finas para separar 
dois tipos de cristais identicos em forma, 
mas com imagem especular um do outro. 
Ambos os tipos provaram ter todas as pro- 
priedades quimicas do acido tartarico, mas 
em solugao um tipo gira a luz plano-pola- 
rizada para a esquerda (levorrotatorio) e 
o outro para a direita (dextrorrotatorio). 
Posteriormente, Pasteur descreveu o expe- 
rimento e sua interpretagao: 


Louis Pasteur, 
1822-1895 


Em corpos isomericos, os elementos e as propor- 
goes nas quais eles sao combinados sao os mes- 
mos, somente o arranjo dos atomos e diferente... 
Sabe-se, por um lado, que os arranjos molecula- 
res dos dois acidos tartaricos sao assimetricos, 
e, por outro lado, que esses arranjos sao abso- 
lutamente identicos, exceto que exibem assime- 
tria em diregoes opostas. Estariam os atomos 
do acido dextro agrupados em forma de espiral 
dextrogira? Ou estariam dispostos nas arestas 
de um tetraedro irregular? Ou estariam dispos¬ 
tos em um ou outro arranjo assimetrico citado? 
Nao se sabe.* 


Agora se sabe. Estudos de cristalogra- 
fia por raios X em 1951 confirmaram que 
as formas levorrotatoria e dextrorrotatoria 
do acido tartarico sao imagens especulares 
uma da outra no nivel molecular e estabele- 
ceram a configuragao absoluta de cada uma 
(Figura Q-1). A mesma abordagem foi usa- 
da para demonstrar que, embora o aminoa- 
cido alanina tenha duas formas estereoiso- 
mericas (designadas d e l), nas proteinas 
a alanina existe exclusivamente em uma 
forma (o isomero l; ver Capitulo 3). 


HOOC^ ^COOH 

\2 3 / 

Q _ Q 


^COOH 

3 / 


HOOC^ 

\2 

c—c.. 

ho;7 vh 


H 


OH 


(2/?,3/?)-Acido tartarico 
(dextrorrotatorio) 


(2S,3S)-Acido tartarico 
(levorrotatorio) 


FIGURA Q-1 Pasteur separou cristais de dois estereoisomeros de acido 
tartarico e mostrou que soluqoes separadas de cada uma das formas 
fazem girar luz polarizada na mesma magnitude, porem em diregoes 
opostas. Estas formas dextrorrotatoria e levorrotatoria foram mais tarde 
demonstradas como os isomeros {R,R) e (5,5) representados aqui. 0 siste- 
ma RS de nomenclatura e explicado no texto. 


*Da palestra de Pasteur’s na Societe Chimique de Paris em 
1883, citado em DuBos, R. (1976) Louis Pasteur. Free Lance 
ojScience, p. 95, Charles Scribner’s Sons, New York. 



solugoes separadas, dois enantiomeros giram o piano da luz 
polarizada em diregoes opostas, mas uma solugao contendo 
concentragoes equimolares de cada enantiomero (mistura 
racemica) mostra atividade optica rotatoria nula. Compos- 
tos sem centros quirais nao causam a rotagao do piano de 
polarizagao da luz plano-polarizada. 

CONVEN^AO-CHAVE: Dada a importancia da estereoquimica 
nas reagoes entre biomoleculas (ver adiante), os bioquimi- 
cos sao obrigados a dar nome e a representar a estrutura 
de cada biomolecula de forma que sua estereoquimica seja 
inequivoca. Para compostos com mais de um centre quiral, 
a nomenclatura mais usada e a do sistema RS. Nesse siste- 
ma, a cada grupo funcional ligado a um carbono quiral e de- 
signada uma escala de prioridade. As prioridades de alguns 
substituintes comuns sao: 

—OCHg > —OH > —NHg > —COOH > 

—CHO > —CHgOH > —CHg > —H 

Para nomeagao no sistema RS, o atomo quiral e visto com 
0 grupo de mais baixa prioridade (grupo 4 no diagrama se- 
guinte) apontando para tras da pagina a partir do observador. 
Se a prioridade dos outros tres grupos (1 a 3) decresce no 


sentido horario, entao a configuragao e (R) (do latim rectus, 
“direito”); se decresce no sentido anti-horario, entao a confi¬ 
guragao e (S) (do \dX\m sinister, “esquerdo”). Dessa maneira, 
cada carbono quiral e designado como (R) ou (S), e a inclu- 
sao dessas designagoes no nome do composto fornece descri- 
gao inequivoca da estereoquimica de cada centre quiral 




[R) (S) 

Outro sistema de nomenclatura para estereoisomeros, o 
sistema d e l, e descrito no Capitulo 3. A molecula com um 
centre quiral unico (dois isomeros de gliceraldeido, p. ex.) 
pode ser nomeada por qualquer um dos sistemas. 
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CHO 

HO-C-H 

CH2OH 

L-Gliceraldeido 



(S)-Gliceraldeido g 


Ja a conforma^ao molecular e diferente da configuragao 
molecular, pois os grupos sao livres para assumir diferentes 
posigoes no espago, sem quebrar nenhuma ligagao, por causa 
da liberdade de rotagao em torno das ligagoes simples. Em 
hidrocarbonetos simples como 0 etano, por exemplo, ha qua- 
se completa liberdade de rotagao em torno da ligagao C—C. 
Muitas conformagoes diferentes e interconversiveis de eta¬ 
no sao possiveis, dependendo do gran de rotagao (Figura 
1 - 22 ). Mas duas conformagoes sao de especial interesse: a 
escalonada, que e mais estavel do que todas as outras e, por- 
tanto, a predominante, e a eclipsada, que e a menos estavel. 
Essas duas formas conformacionais nao podem ser isoladas 
uma da outra, pois sao facilmente interconversiveis. Entre- 
tanto, a substituigao de um on mais atomos de hidrogenio em 
cada carbono por um grupo funcional que seja muito grande 
on carregado eletricamente restringe a liberdade de rotagao 
em torno da ligagao C—C. Isso limita 0 numero de conforma¬ 
goes estaveis do derivado do etano, por exemplo. 


As intera^des entre as biomolkulas sao 
estereoespecificas 

Quando biomoleculas interagem, o “encaixe” entre elas tern 
de ser estereoquimicamente correto. A estrutura tridimen¬ 
sional de biomoleculas grandes e pequenas - a combinagao 
de configuragao e conformagao - e de maxima importancia 
nas suas interagoes biologicas: reagente com sua enzima, 
hormonio com sen receptor na superficie da celula e um an- 
tigeno com sen anticorpo especifico, por exemplo (Figura 



FIGURA 1-22 Conforma^es. Muitas conformagoes do etano sao possiveis 
devido a liberdade de rotagao em torno da ligagao C—C No modelo de esfera e 
bastao, quando 0 atomo de carbono frontal (sob 0 ponto de vista do leitor) e gi- 
rado com seus tres hidrogenios em relagao ao atomo de carbono de tras, entao 
a energia potencial da molecula aumenta ao maximo na forma completamente 
eclipsada (nos angulos de 0°, 120°, etc.) e depois diminui ao minimo na forma 
totalmente escalonada (angulos de torgao de 60°, 180°, etc). Devido ao fato de 
as diferengas de energia serem suficientemente pequenas para permitir uma 
interconversao muito rapida entre as duas formas (milhdes de vezes por segun- 
do), as formas eclipsada e escalonada nao podem ser isoladas uma da outra. 



FIGURA 1-23 Encaixe complementar entre a macromolecula e uma 
molecula pequena. A molecula de glicose se encaixa em uma cavidade 
na superficie da enzima hexocinase (PDB ID 3B8A) e e mantida nesta orien- 
tagao por varias interagoes nao covalentes entre a proteina e o agucar. Esta 
representagao da molecula de hexocinase e produzida com o auxilio de um 
software que calcula a forma da superficie externa de uma macromolecula, 
definida pelo raio de van derWaals detodos os atomos da molecula ou pelo 
metodo do "volume de exclusao do solvente" que e o volume onde uma 
molecula de agua nao consegue penetrar. 

1-23). 0 estudo da estereoqmmica biomolecular, com me- 
todos fisicos precisos, e uma parte importante da pesquisa 
moderna da estrutura celular e da fungao bioquimica. 

Nos organismos vivos, as moleculas quirais normalmente 
estao presentes em somente uma de suas formas quirais. Por 
exemplo, nas protemas os aminoacidos ocorrem somente 
como isomeros Lea glicose ocorre somente como isomero d. 
(As convengoes para a denominagao de estereoisomeros de 
aminoacidos estao descritas no Capitulo 3, e para agucares, 
no Capitulo 7. 0 sistema RS, descrito anteriormente, e mais 
usado para algumas biomoleculas.) Em contrapartida, quan¬ 
do um composto com um atomo de carbono assimetrico e 
quimicamente sintetizado em lab oratorio, entao a reagao em 
geral produz todas as formas quirais possiveis: uma mistura 
de formas d e l, por exemplo. Celulas vivas produzem so¬ 
mente uma forma quiral de uma dada biomolecula, porque 
as enzimas que as sintetizam tambem sao quirais. 

Estereoespecificidade, a capacidade de distinguir entre 
estereoisomeros, e uma propriedade das enzimas e de ou¬ 
tras protemas, sendo um aspecto caracteristico da logica 
molecular das celulas vivas. Se o sitio de ligagao de uma 
proteina e complementar a um isomero do composto qui¬ 
ral, entao ele nao sera complementar ao outro isomero, da 
mesma forma que a luva para a mao esquerda nao se ajusta 
a mao direita. Alguns exemplos marcantes da capacidade 
dos sistemas biologicos de distinguir estereoisomeros sao 
mostrados na Figura 1-24. 

As classes comuns de reagoes quimicas encontradas na 
bioquimica estao descritas no Capitulo 13, a titulo de intro- 
dugao as reagoes do metabolismo. 

RESUM0 1.2 Fundamentos quimicos 

► Devido a sua versatilidade de ligagao, o carbono pode 

produzir amplas colegoes de estruturas carbono-car- 

bono com uma grande variedade de grupos funcionais; 
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H C=CH. 

1 

CH 3 
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(a) 
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^OCHa 

O ck H 

HC CH 

II I 

HC^ /CH 

H 

L-Aspartil-L-fenilalanina metil ester 
(aspartame) (doce) 
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(b) 


jj 

-OOC^ 

CH 2 C C OCH 3 

" H'"' ^CH, 

HC CH 

II I 

HC^ /CH 
^C^ 

H 

L-Aspartil-D-fenilalanina metil ester 
(amargo) 


FIGURA 1-24 Estereoisdmeros tern dife- 
rentes efeitos em humanos. (a) Dois este- 
reoisomeros de carvona: (/?)-carvona (isolado 
do oleo de hortela) tern o cheiro caracteristico 
da hortela; (S)-carvona (isolado do oleo de se- 
mentes de cominho) tern o cheiro de cominho. 
(b) 0 aspartame, adogante artificial, e facilmen- 
te distinguivel, pelos receptores de gosto, do 
seu estereoisomero de gosto amargo, apesar de 
os dois diferirem apenas pela configuragao de 
urn dos seus dois carbonos quirais. (c) 0 medi- 
camento antidepressivo citalopram (nome co- 
mercial Celexa), inibidor seletivo da recaptagao 
da serotonina, e uma mistura racemica dos dois 
estereoisdmeros, mas somente (S)-citalopram 
tern efeito terapeutico. A preparagao estereo- 
quimicamente pura de (S)-citalopram (oxalato 
de citalopram) e vendida sob o nome comer- 
cial de Lexapro. Como se pode prever, a dose 
efetiva de Lexapro e a metade da dose efetiva 
de Celexa. 



esses gmpos conferem as biomoleculas as suas proprie- 
dades qmmicas e biologicas. 

► Um conjunto universal de aproximadamente mil mole- 
culas pequenas e encontrado em celulas vivas; a inter- 
conversao dessas moleculas nas rotas metabolicas cen¬ 
trals se conservou ao longo da evolugao. 

► Proteinas e acidos nucleicos sao polimeros lineares feitos 
de subunidades monomericas simples; suas sequencias 
contem as informagoes que fornecem a cada molecula 
sua estrutura tridimensional e suas fungoes biologicas. 

► A configuragao molecular pode ser alterada somente 
mediante quebra de ligagoes covalentes. Para um atomo 
de carbono com quatro substituintes diferentes (carbo- 
no quiral), os grupos substituintes podem ser arranjados 
em duas diferentes formas, gerando estereoisdmeros 
com propriedades distintas. Somente um dos estereoi¬ 
sdmeros e biologicamente ativo. A conformagao mole¬ 
cular e a disposigao dos atomos no espago que pode ser 
mudada por rotagao em torno de ligagoes simples, sem 
quebrar ligagoes covalentes. 

► Interagdes entre moleculas biologicas sao quase invaria- 
velmente estereoespecificas: elas requerem um ajuste 


proximo entre as estruturas complementares das mole¬ 
culas interagentes. 

1.3 Fundamentosfi'skos 

Celulas e organismos vivos precisam realizar trabalho para 
se manterem vivos e se reproduzir. As reagoes de sintese 
que ocorrem dentro das celulas, como processes de sintese 
em uma fabrica, exigem o consume de energia. 0 consu¬ 
me de energia tambem e necessario para o movimento de 
uma bacteria, de um velocista olimpico, para o brilho de um 
vaga-lume ou para a descarga eletrica de um peixe eletrico. 
0 armazenamento e a expressao de informagao requerem 
energia, sem a qual estruturas ricas em informagao inevita- 
velmente se tornam desordenadas e sem sentido. 

No curso da evolugao, as celulas desenvolveram me- 
canismos altamente eficientes para aproveitar a energia, 
obtida da luz solar ou de combustiveis quimicos nos varies 
processes que requerem energia para ser realizados. Um 
dos objetivos da bioquimica e compreender, em termos 
quimicos e quantitativos, os meios pelos quais a energia e 
extraida, armazenada e canalizada para trabalho util nas ce- 
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lulas vivas. As conversoes de energia celular - como todas 
as outras conversoes de energia - podem ser estudadas no 
contexto das leis da termodinamica. 

Os organismos vivos existem em urn estado estacionario 
dinamico e nunca em equih'brio com o seu meio 

As moleculas e os ions contidos nos organismos vivos dife- 
rem em tipo e concentragao daqueles existentes no meio 
circundante. Um paramecio em uma lagoa, um tubarao no 
oceano, uma bacteria no solo, uma macieira no pomar - to- 
dos sao diferentes na composigao se comparados com o seu 
meio, e uma vez atingida a sua maturidade, eles mantem 
uma composigao aproximadamente constante, apesar das 
constantes alteragoes no meio onde se encontram. 

Apesar de a composigao caracteristica de um organismo 
mudar relativamente pouco ao longo do tempo, a popula- 
gao de moleculas dentro de um organismo esta muito longe 
do estado estatico. Pequenas moleculas, macromoleculas e 
complexes supramoleculares sao continuamente sintetiza- 
dos e degradados em reagoes quimicas que envolvem um 
constante fluxo de massa e energia pelo sistema. As mole¬ 
culas de hemoglobina que carregam oxigenio dos seus pul- 
moes para o seu cerebro neste momento foram sintetizadas 
no decorrer do ultimo mes; no decorrer do proximo mes, elas 
serao todas degradadas e completamente substituidas por 
novas moleculas de hemoglobina. A glicose que voce ingeriu 
na sua ultima refeigao esta agora circulando na sua corrente 
sanguinea; antes do final do dia, essas moleculas de glicose 
em particular estarao todas convertidas em algo diferente - 
dioxido de carbono ou gordura, talvez - sendo substituidas 
por um novo suprimento de glicose, de forma que a concen- 
tragao de glicose sanguinea e mais ou menos constante ao 
longo de todo o dia. As quantidades de hemoglobina e glicose 
no sangue permanecem quase constantes porque a taxa de 
sintese ou ingestao de cada uma contrabalanga a sua taxa de 
degradagao, consume ou conversao em algum outro produto. 
A constancia da concentragao e o resultado do estado esta- 
ciondrio dinamico, um estado estacionmo que esta fora do 
equilibrio. A manutengao desse estado requer investimento 
constante de energia; quando a celula nao consegue mais ob- 
ter energia, ela morre e comega a decair para o estado de 
equilibrio com o seu meio. A seguir sera discutido o significa- 
do exato de “estado estacionmo” e “equilibrio”. 

Os organismos transformam energia e 
materia de seu meio 

Para as reagoes quimicas que ocorrem em solugao, pode-se 
definir o sistema como todos os reagentes e produtos, o sol- 
vente que os contem e a atmosfera imediata - em resumo, 
tudo dentro de uma regiao definida do espago. 0 sistema e 
0 seu meio juntos constituem o universo. Se o sistema nao 
troca nem materia nem energia com seu meio, entao e cha- 
mado de isolado. Se o sistema troca energia, mas nao troca 
materia com seu meio, entao e fechado; se ele troca energia 
e materia com seu meio, entao ele e um sistema aberto. 

Um organismo vivo e um sistema aberto; ele troca tanto 
materia quanto energia com seu meio. Organismos obtem 
energia do meio de duas formas: (1) absorvendo combus- 
tiveis quimicos (como glicose) do seu meio e extraindo 


energia pela oxidagao desses combustiveis (ver Quadro 1-3, 
Caso 2), ou (2) absorvendo energia da luz solar. 

A primeira lei da termodinamica descreve o principio da 
conversao de energia: em qualquer mudangafisica ou qui- 
mica, a quantidade total de energia no universo perma- 
nece constante, embora a forma da energia possa mudar. 
Isso significa que, quando a energia e “usada” pelo sistema, 
ela nao e “gasta”, mas convertida de uma forma em outra - 
por exemplo, da energia potencial das ligagoes quimicas em 
energia cinetica de calor e movimento. As celulas contem 
sofisticados processes conversores de energia, capazes de 
interconverter energia quimica, eletromagnetica, mecanica e 
osmotica entre si com alta eficiencia (Figura 1-25). 
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FIGURA 1-25 Algumas interconversdes de energia em organismos 
vivos. A medida que a energia metabolica e gasta para realizar o trabalho 
celular, o grau de desordem do sistema "mais" o do meio externo (expresso 
quantitativamente como entropia) cresce a medida que a energia potencial 
das moleculas nutrientes complexas decresce. (a) Organismos vivos extraem 
energia do seu meio; (b) convertem parte dela em formas de energia utiliza- 
veis para produzir trabalho; (c) devolvem parte da energia ao meio na forma 
de calor; e (d) liberam, como produto final, moleculas que sao menos orga- 
nizadas do que o combustivel de partida, aumentando a entropia do univer¬ 
so. Um efeito de todas estas transformaqoes e (e) o aumento da ordem (alea- 
toriedade diminuida) do sistema na forma de macromoleculas complexas. 0 
tratamento quantitative da entropia sera retomado no Capitulo 13. 
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QUADR01 -3 Entropia: as vantagens de ser desorganizado 


0 termo “entropia”, que literalmente significa “mudan- 
ga em sen interior”, foi usado pela primeira vez em 1851 
por Rudolf Clausius, um dos formuladores da segunda lei 
da termodinamica. Uma definigao quantitativa rigorosa 
de entropia envolve consideragoes probabilisticas e es- 
tatisticas. Entretanto, sua natureza pode ser ilustrada 
qualitativamente por tres exemplos simples, cada um 
demonstrando um aspecto da entropia. A chave para a 
descrigao de entropia e a aleatoriedade e a desordem, 
manifestadas de diferentes maneiras. 

Caso 1: A chaleira e a dissipagao do calor 

Sabe-se que o vapor gerado na agua em ebuligao pode 
realizar trabalho util. Contudo, suponha que a chama 
sob a chaleira cheia de agua a 100°C (“sistema”) seja 
apagada na cozinha (“o meio”). A medida que a agua 
da chaleira esfria, nenhum trabalho e feito, mas o calor 
passa da chaleira para o meio, aumentando a tempera- 
tura do meio (cozinha) por uma quantidade infinitesi¬ 
mal ate que o equilibrio complete e alcangado. Nesse 
memento, todas as partes da chaleira e da cozinha estao 
precisamente na mesma temperatura. A energia livre 
que estava concentrada na chaleira com agua a 100°C, 
potencialmente capaz de realizar trabalho, desapare- 
ceu. 0 seu equivalente de energia calonfica continua 
presente na chaleira + cozinha (i.e., “universe”), mas 
tornou-se completamente aleatorio. Essa energia nao 
esta mais dispomvel para realizar trabalho porque nao 
existem mais diferengas de temperatura dentro da co¬ 


zinha. Alem disso, o aumento da entropia da cozinha (o 
meio) e irreversivel. Sabe-se pela experiencia do coti- 
diano que o calor nunca passa espontaneamente da co¬ 
zinha de volta para a chaleira para aumentar novamente 
a temperatura da agua a 100°C. 

Caso 2: A oxidagao da glicose 

Entropia e um estado nao somente da energia, mas da 
materia. Organismos aerobios (heterotroficos) extraem 
energia livre da glicose obtida do meio pela oxidagao da 
glicose com Og, que tambem e obtido do meio. Os produ- 
tos finals desse metabolismo oxidativo, COg e HgO, retor- 
nam ao meio. Nesse processo, o meio sofre um aumento 
de entropia, enquanto o organismo permanece em estado 
estacionario e nao sofre mudangas em sua ordem interna. 
Apesar de alguma entropia surgir da dissipagao do calor, 
a entropia resulta tambem de outro tipo de desordem, 
ilustrado pela equagao da oxidagao da glicose: 

^ bCOg + GHgO 

Pode-se representar isto esquematicamente como 


7 moleculas 


12 moleculas 


(gas) 

Glicose 

(solido) 


• • 


◄ 

◄ 

• • 

- 

. A 

• • 


A ^ 

-=■_ 


+ + xje+ + 


'CO2 

(gas) 


(liquido) 


0 fluxo de eletrons fornece energia aos organismos 

Praticamente todos os organismos vivos obtem sua energia, 
direta ou indiretamente, da energia radiante da luz solar. 
Nos fotoautotroficos, a ruptura da molecula da agua promo- 
vida pela luz durante a fotossintese libera sens eletrons para 
a redugao do COg e a liberagao de oxigenio na atmosfera: 

luz 

6CO2 + 6H2O —> C6H12O6 + 6O2 
(redugao do CO2 mediada pela luz) 

Organismos nao fotossinteticos (quimiotroficos) obtem a 
energia que necessitam da oxidagao de produtos ricos em 
energia armazenados em plantas e resultantes da fotossin- 
tese, passando entao os eletrons adquiridos ao Og atmosfe- 
rico para formar agua, COg e outros produtos finals, que sao 
reciclados no meio ambiente. 

CgHigOg + 6O2-> 6CO2 + 6H2O + energia 

(oxidagao da glicose produtora de energia) 

Portanto, autotrofos e heterotrofos participam do ciclo 
global de Og e COg, propulsionado em ultima instancia pela 


luz solar, tornando esses dois grandes grupos de organis¬ 
mos interdependentes. Praticamente toda a transdugao 
de energia nas celulas pode ser relacionada a esse fluxo 
de eletrons de uma molecula a outra, onde a energia po- 
tencial eletroqmmica “escorrega” de um potencial eletro- 
quimico mais alto para um mais baixo; de forma analoga 
ao fluxo de eletrons em um circuito eletrico acionado por 
uma pilha. Todas essas reagoes envoMdas no fluxo de ele¬ 
trons sao reagoes de oxirredugao: um reagente e oxida- 
do (perda de eletrons) enquanto outro e reduzido (ganho 
de eletrons). 

Criar e manter ordem requer trabalho e energia 

Como destacado, DNA, RNA e proteinas sao macromolecu- 
las de informagao; a sequencia exata de suas subunidades 
monomericas contem informagao, tal como as letras desta 
frase. Alem de usar energia quimica para formar ligagoes 
covalentes entre essas subunidades, as celulas precisam in- 
vestir energia para ordenar as subunidades em sua sequen¬ 
cia correta. E extremamente improvavel que aminoacidos 
em uma mistura venham a se condensar espontaneamente 
em um unico tipo de proteina, com uma sequencia unica. 
Isso representa aumento da ordem em uma populagao de 
moleculas; contudo, de acordo com a segunda lei da termo- 
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Os atomos contidos em 1 molecula de glicose mais 6 
moleculas de oxigenio, um total de 7 moleculas, passam 
a ficar disperses de forma mais aleatdria apds a reagao 
de oxidagao, passando para um total de 12 moleculas 
(6CO2 + 6H2O). 

Sempre que uma reagao quimica resultar no aumen- 
to do numero de moleculas - ou quando uma substancia 
solida e convertida em produtos liquidos ou gasosos, que 
permitem maior liberdade de movimentagao molecular 
que os solidos - a desordem molecular aumenta e, em 
consequencia, a entropia tambem aumenta. 

Caso 3: Informagao e entropia 

A seguinte fala da pega Julio Cesar, ato IV, Gena 3, e 
enunciada por Brutus, quando ele percebe que precisa 
enfrentar o exercito de Marco Antonio. Ela e um arranjo 
nao aleatorio e rico em informagoes feito de 125 letras do 
alfabeto ingles: 

There is a tide in the affairs of men, 

Which, taken at the flood, leads on to fortune; 

Omitted, all the voyage of their life 

Is hound in shallows and in miseries. 

Alem do que esse trecho afirma abertamente, carrega mui- 
tos significados ocultos, nao somente refletindo uma com- 
plexa sequencia de eventos na pega, mas tambem ecoando 
as ideias da pega sobre conflito, ambigao e a demanda por 
lideranga. Permeada com a compreensao de Shakespeare 
sobre a natureza humana, ela e muito rica em informagao. 



Contudo, se essas 125 letras que fazem essa citagao 
forem distribuidas em um padrao completamente aleato¬ 
rio e caotico, como mostrado no quadro acima, elas nao 
terao qualquer significado. 

Assim, as 125 letras contem pouca ou nenhuma in¬ 
formagao, mas sao muito ricas em entropia. Tais con- 
sideragoes levaram a conclusao de que a informagao e 
uma forma de energia, tendo sido denominada “entropia 
negativa”. De fato, o ramo da matematica denominado 
teoria da informagao, que e basico para a programagao 
logica de computadores, esta intimamente relacionado a 
teoria termodinamica. Organismos vivos sao estruturas 
altamente organizadas, nao aleatorias, imensamente ri¬ 
cas em informagao e, portanto, pobres em entropia. 


dinamica, a tendencia na natureza e mover-se no sentido 
oposto, sempre de maior desordem no universo: a entro¬ 
pia total do universo esta continuamente aumentando. 
Para sintetizar macromoleculas a partir de suas unidades 
monomericas, energia livre precisa ser injetada no sistema 
(neste caso, a celula). 

CONVEN^AO-CHAVE: A aleatoriedade ou a desordem dos com- 
ponentes de um sistema quimico e expressa como entro¬ 
pia, S (Quadro 1-3). Qualquer alteragao na aleatoriedade 

do sistema e expressa como 
variagao de entropia, AS', que, 
por convengao, possui um sinal 
positivo quando a aleatoriedade 
aumenta. J. Willard Gibbs, que 
desenvolveu a teoria da varia¬ 
gao de energia durante as rea- 
goes quimicas, demonstrou que 
a energia livre total, G, de 
qualquer sistema fechado pode 
ser definida em termos de tres 
quantidades: entalpia, H, que 
expressa o numero e os tipos de 
ligagoes; entropia, S; e a tempe- 
J. Willard Gibbs, 1839-1903 ratura absoluta, T (em Kelvin). 


A definigao de energia livre e G = H - TS. Quando uma 
reagao quimica ocorre a uma temperatura constante, a va¬ 
riagao da energia livre, AG, e determinada pela variagao 
da entalpia, AH, refletindo o tipo e o numero das ligagoes 
quimicas e a formagao e a quebra de interagoes nao cova- 
lentes, e a variagao da entropia, AS, que descreve a variagao 
da aleatoriedade do sistema: 

AG = AH-TAS 

onde, por definigao, AH e negativo para uma reagao que 
libera calor (reagao exotermica), AH e positivo para uma 
reagao que absorve calor (reagao endotermica) e AS e posi¬ 
tivo para uma reagao que aumenta a aleatoriedade do siste¬ 
ma (diminui a ordem). ■ 

Um processo tende a ocorrer espontaneamente somen¬ 
te se AG for negativo (se energia livre e liberada no proces¬ 
so) . Ja o funcionamento da celula depende basicamente de 
moleculas, como proteinas e acidos nucleicos, para as quais 
a energia livre de formagao e positiva: as moleculas sao me- 
nos estaveis e mais altamente ordenadas do que a mistura 
de seus componentes monomericos. Para que essas rea- 
goes, consumidoras de energia (endergonicas) e, portan¬ 
to, termodinamicamente desfavoraveis, ocorram, as celulas 
as acoplam a outras reagoes que liberam energia (reagoes 
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(p)—(p)—(p)—Adenosina (Trifosfato de adenosina, ATP) 


FIGURA 1-26 O trifosfato de adenosina (ATP) fornece 
energia. Aqui cada P representa urn grupo fosforila. A remo- 
qao do grupo fosforila terminal (sombreado em cor salmao) do 
ATP, pela quebra da ligaqao fosfoanidrido para gerar difosfato 
de adenosina (ADP) e o ion fosfato inorganico (HPO4”), e alta- 
mente exergonica; essa reaqao costuma ser acoplada a varias 
reaqoes endergonicas nas celulas (como no exempio da Figura 
1 - 27 b). 0 ATP tambem fornece energia para varios processes 
celulares pela clivagem que libera os dois fosfatos terminais, re- 
sultando em pirofosfato inorganico (H2P207“), frequentemente 
abreviado como PP,. 
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exergonicas), de forma que o processo como um todo e 
exergonico: a soma da variagao da energia livre e negativa. 

A fonte costumeira de energia livre em reagoes biolo- 
gicas acopladas e a energia liberada pela quebra (de fato 
hidrolise) das ligagoes fosfoanidrido como aquelas presen- 
tes no trifosfato de adenosina (ATP; Figura 1-26) e no tri¬ 
fosfato de guanosina (GTP). Aqui, cada P representa um 
grupo fosforila: 

Aminoacidos ^ proteinas AG^ e positiva (endergonica) 
ATP ^ AMP + ©—© AGg negativa (exergonica) 

[ouATP^ADP + ©] 

Quando essas reagoes estao acopladas, entao a soma de 
AG^ com AGg e negativa - o processo como um todo e exer¬ 
gonico. Por esta estrategia de acoplamento, as celulas con- 
seguem sintetizar e manter os polimeros ricos em informa- 
gao essenciais para a vida. 

Reaves com ligates de acoplamento energetico 
na biologia 

A questao central em bioenergetica (estudo da transfor- 
magao de energia em sistemas vivos) e o meio atraves do 
qual a energia do metabolismo energetico ou da captura de 


FIGURA 1-27 Acoplamento energetico em processes quimicos e me- 
canicos. (a) 0 movimento de queda de um objeto libera energia potencial 
que pode realizar trabalho mecanico. A energia potencial disponibilizada 
pelo movimento de queda espontanea, no processo exergonico (vermelho), 
pode ser acoplada ao processo endergonico representado pelo movimento 
ascendente de um segundo objeto (azul). (b) Na reaqao 1 , a formaqao de 
glicose-6-fosfato a partir da glicose e do fosfato inorganico (P) gera um pro- 
duto com conteudo energetico maior que o dos reagentes. Para esta reaqao 
endergonica, AG e positive. Na reaqao 2, a quebra exergonica do trifosfato de 
adenosina (ATP) tern uma grande variaqao negativa de energia livre (AG2). A 
terceira reaqao e a soma das reagoes 1 e 2, e a variagao da energia livre, AG3, 
e a soma aritmetica de AG^ e AG2. Pelo fato de AG3 ser negative, o processo 
como um todo e exergonico e ocorre espontaneamente. 


luz e acoplada as reagoes celulares que requerem energia. 
Ao pensar em acoplamento energetico, e util considerar um 
exempio mecanico simples, como mostra a Figura 1-27a. 
Um objeto no topo de um piano inclinado tern certa quan- 
tidade de energia potencial como consequencia de sua ele- 
vagao. Ele tende a deslizar para baixo ao longo do piano, 
perdendo sua energia potencial de posigao a medida que 


(a) Exempio mecanico 
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se aproxima do solo. Quando um mecanismo com corda de 
puxar apropriado acopla o objeto em queda a outro, menor, 
entao o movimento de deslize espontaneo do maior pode 
levantar o menor, realizando certa quantidade de trabalho. 
A quantidade de energia dispomvel para realizar trabalho e 
a varia^ao de energia livre, AG, sendo sempre um pouco 
menor do que a quantidade teorica de energia liberada, por- 
que um pouco de energia e dissipado como calor decorren- 
te do atrito. Quanto maior a elevagao de um objeto grande, 
maior sera a energia liberada (AG) com o deslizamento e 
maior a quantidade de trabalho que podera ser realizado. 
0 objeto grande pode levantar o menor somente porque, 
no inicio, o objeto grande estava longe da sua posigdo de 
equilibrio: ele foi, em algum memento anterior, elevado 
acima do solo, processo que precisou da injegao de energia. 

Como isso se aplica as reagoes quimicas? Em sistemas 
fechados, as reagoes quimicas ocorrem espontaneamente 
ate que o equilibrio seja alcangado. Quando um sistema 
esta em equilibrio, a taxa de formagao de produtos se igua- 
la exatamente a taxa na qual os produtos sao convertidos 
em reagentes. Portanto, nao existe uma variagao liquida na 
concentragao de reagentes e produtos. Quando um sistema 
se move do estado inicial ao estado de equilibrio, entao a 
variagao de energia e dada pela variagao de energia livre, 
AG, quando nao existe variagao de temperatura on pressao. 
A magnitude de AG depende da reagao quimica em particu¬ 
lar e o qudo lonqe do equilibrio o sistema inicialmente 
estava. Cada composto envoMdo em uma reagao quimica 
contem certa quantidade de energia potencial, relaciona- 
da ao tipo e ao numero das suas ligagoes. Nas reagoes que 
ocorrem espontaneamente, os produtos tern menos energia 
livre que os reagentes; portanto, a reagao libera energia li¬ 
vre que, por sua vez, esta disponivel para realizar trabalho. 
Essas reagoes sao exergonicas (on exotermicas); o declinio 
na energia livre dos reagentes para os produtos e expresso 
como um valor negativo. Reagoes endergonicas (on endo- 
termicas) requerem uma injegao de energia, e sens valores 
de AG sao positivos. Assim como no processo mecanico, so¬ 
mente parte da energia liberada na reagao quimica exergo- 
nica pode ser utilizada para realizar trabalho. Em sistemas 
vivos, parte da energia e dissipada como calor on perdida 
como incremento de entropia. 

e A(j° sao medidas da tendencia das reaves 
ocorrerem espontaneamente 

A tendencia de uma reagao quimica em se completar pode 
ser expressa como uma constante de equilibrio. Para uma 
reagao na qual uma quantidade de a mols de A reagem com 
b mols de B para dar c mols de C e d mols de D, 

aA + bB-> cC + dD 

a constante de equilibrio, e dada por 
_ [C]^dD]gq 
[A]tJB]^, 

onde [A]gq e a concentragao de A, [B]^^ e a concentragao de 
B, e assim por diante, quando o sistema alcangou o equi¬ 
librio. Um grande valor de significa que a reagao tende 
a prosseguir ate que os reagentes estejam quase completa- 
mente convertidos nos produtos. 


PROBLEMA RESOLVID01-1 ATP e ADP estao em equilibrio 

nascelulas? 


A constante de equilibrio, para a reagao seguinte e de 
2 X 10^ m: 

ATP->ADP + HPOf 

Se as concentragoes celulares medidas sao [ATP] = 5 mM, 
[ATP] = 0,5 mM e [PJ = 5 mM, entao estaria esta reagao em 
equilibrio na celula? 

Solu^ao: A definigao de constante de equilibrio para esta rea¬ 
gao e: 

A,^=[ADP][PJ/[ATP] 

Das concentragoes celulares medidas e dadas acima, pode- 
-se calcular a razao agao das massas, Q: 

Q = [ADP][PJ/[ATP] = 0,5 mM X 5 mM / 5 mM 
= 0,5 mM = 5 X 10“^ M 

Este valor esta bem lonqe da constante de equilibrio para a 
reagao (2 X 10 ^ m), portanto a reagao esta muito longe do 
equilibrio nas celulas. [ATP] esta muito alto e [ADP] muito 
abaixo do esperado para o equilibrio. Como pode uma celula 
manter a razao [ATP]/[ADP] tao longe do equilibrio? Ela o faz 
mediante a continua extragao de energia (de nutrientes como 
glicose) e a utilizando para fazer ATP a partir de ADP e P^. 


PROBLEMA RESOLVID01-2 A reagao de hexocinase esta em 
equilibrio nas celulas? 


Para a reagao catalisada pela enzima hexocinase, tem-se: 

Glicose + ATP-> glicose-6-fosfato + ADP 

A constante de equilibrio, A^^, e 7,8 X 10^. Em celulas de A. 
coli vivas, [ATP] = 5 mM; [ADP] = 0,5 mM; [glicose] = 2 mM; 
e [glicose-6-fosfato] = 1 mM. A reagao esta em equilibrio em 
E. coli? 


Solugao: No equilibrio, 

= 7,8 X 10" = [ADP] [glicose-6-fosfato]/[ATP] [glicose] 

Em celulas vivas, [ADP][glicose-6-fosfato]/[ATP] [glicose] = 
(0,5 mM X 1 mM) / (5 mM X 2 mM) = 0,05. A reagao esta, 
portanto, afastada do equilibrio: a concentragao celular dos 
produtos (glicose-6-fosfato e ADP) esta muito mais baixa 
que o esperado no equilibrio e a dos reagentes, muito mais 
alta. Logo, a reagao tende fortemente a se deslocar a direita. 


Gibbs mostrou que AG (a variagao da energia livre) para 
qualquer reagao quimica e uma fungao da variagao da ener¬ 
gia livre padrao, AG° - constante caracteristica de cada 
reagao especifica - e um termo que expressa a concentra¬ 
gao inicial de reagentes e produtos: 


AG = AG° + RT\n 


[C][[D]f 

[A]f[B]S> 


( 1 - 1 ) 


onde [A], e a concentragao inicial de A, e assim por diante; R 
e a constante dos gases; e T e a temperatura absoluta. 
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AG e uma medida da distancia de um sistema da sua 
posigao de equilibrio. Quando uma reagao ja alcangou 
o equilibrio, nenhuma forga permanece e nao consegue 
mais realizar trabalho: AG = 0. Para este caso especial, 
[A]. = [A]gq, e assim por diante, para todos os reagentes e 
produtos, e 

[cinoif _ [ciypigq 

lAflB]^ [A]“JB]^q 

Substituindo AG por 0 e [C]'[D]f/[A]® [B]f por na Equagao 
1-1, obtem-se a relagao 

AG° = -RT In 

da qual pode-se ver que AG° e simplesmente uma segunda 
maneira (alem de de expressar a forga de condugao de 
uma reagao. Pelo fato de poder ser experimentalmente 
medido, entao AG°, que e a constante termodinamica ca- 
racteristica de cada reagao, pode ser determinada. 

As unidades de AG° e AG sao joules por mol (ou calo- 
rias por mol). Quando > > 1, AG° e maior em modulo e 
negativo; quando << 1, entao AG° e maior e positivo. 
A partir de uma tabela de valores, tanto de ou AG°, de- 
terminados experimentalmente, pode-se ver quais reagoes 
tendem a se completar e quais nao. 

Um cuidado deve ser tornado a respeito da interpreta- 
gao de AG°: constantes termodindmicas como estas indi¬ 
cam onde o equilibrio final de uma reagao se encontra, mas 
nao com que rapidez esse equilibrio vai ser alcangado. As 
velocidades das reagoes sao governadas pelos parametros 
cineticos, topico que sera considerado em detalhes no Ca- 
pitulo 6. 

Nos organismos biologicos, como no exemplo matema- 
tico da Figura l-27a, uma reagao exergonica pode ser aco- 
plada a uma reagao endergonica para empurrar reagoes que 
seriam desfavoraveis. A Figura 1-27b (tipo de grafico cha- 
mado de diagrama de coordenada da reagao) ilustra esse 
principio para a conversao da glicose em glicose-6-fosfato, o 
primeiro passo da rota da oxidagao da glicose. A forma mais 
simples de produzir glicose-6-fosfato seria: 

Reagao 1: Glicose + P^-> glicose-6-fosfato 

(endergonica; AG^ e positivo) 

(Aqui, P^ e uma abreviagao para fosfato inorganico, HPO4”. 
Nao se preocupe com a estrutura desses compostos agora, 
pois serao descritos em detalhe adiante neste livro.) Essa 
reagao nao ocorre espontaneamente; AG^ e positivo. Uma 
segunda reagao muito exergonica pode ocorrer em todas 
as celulas: 

Reagao 2: ATP-> ADP + P- 

(exergonica; AGg e negativo) 

Essas duas reagoes quimicas compartilham um intermedia- 
rio comum, P., o qual e consumido na reagao 1 e produzido 
na reagao 2. Portanto, as duas reagoes podem ser acopladas 
na forma de uma terceira reagao, que pode ser escrita como 
a soma das reagoes 1 e 2, com o intermediario comum, P-, 
omitido de ambos os lados da equagao: 

Reagao 3: Glicose + ATP-> glicose-6-fosfato + ADP 


Pelo fato de mais energia ser liberada na reagao 2 do que e 
consumida na reagao 1, a energia livre para a reagao 3, AGg, 
e negativo, e a sintese de glicose-6-fosfato pode consequen- 
temente ocorrer na reagao 3. 

PROBLEMA RESOLVID01-3 As variagoes de energia livre sao 
aditivas 


Dado que a variagao da energia padrao para a reagao glicose 

+ P^-> glicose-6-fosfato e 13,8 kJ/mol e que a variagao da 

energia livre padrao da reagao ATP-> ADP + P. e -30,5 

kJ/mol, qual e a variagao da energia livre para a reagao gli¬ 
cose + ATP-> glicose-6-fosfato + ADP? 

Solu^ao: E possivel escrever a equagao para esta reagao 
como a soma de duas outras reagoes: 

(1) Glicose + P^-> glicose 6-fosfato AG° = 13,8 kJ/mol 

(2) ATP-> ADP + P. AG° = -30,5 kJ/mol 

Soma: Glicose + ATP ^ glicose-6-fosfato + ADP 

AG:_ = -16,7kJ/mol 

A variagao da energia livre padrao de duas reagoes que se 
somam resultando em uma terceira e simplesmente a soma 
das duas reagoes individuals. Um valor negativo para AG° 
(-16,7 kJ/mol) indica que a reagao tende a ocorrer espon¬ 
taneamente. 


0 acoplamento de reagoes exergonicas e endergoni- 
cas por meio de um intermediario comum e central nas 
trocas de energia nos sistemas vivos. Como sera visto, 
reagoes que quebram ATP (como a reagao 2 da Figura 
1-27b) liberam energia que impelem muitos processes 
endergonicos nas celulas. A quebra de ATP nas celulas e 
exergonica porque todos os seres vivos mantem a con- 
centragdo do ATP hem acima da sua concentragdo 
de equilibrio. E este desequilibrio que permite ao ATP 
servir como principal carregador de energia nas celulas. 
Como sera visto em mais detalhes no Capitulo 13, nao e 
a mera quebra de ATP que fornece energia para realizar 
as reagoes endergonicas; em vez disso, e a transferencia 
do grupo fosforila do ATP para outra pequena molecula 
(glicose no caso acima) que conserva uma parte da ener¬ 
gia potencial original no ATP. 

PROBLEMA RESOLVID01-4 0 custo energetico da smtese 

deATP 


Se a constante de equilibrio, para a reagao 
ATP->ADP + P. 

e 2,22 X 10^ M, calcule a variagao da energia livre padrao, 
AG°, para a sintese de ATP a partir de ADP e P^ a 25° C. 

Solu^ao: Primeiro calcule AG° para a reagao acima. 

= -RT In 

= - (8,315 J/mol • K)C298 K)(ln 2,22 X 10®) 

= - 30,5 kJ/mol 
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Essa e a variagao da energia livre padrao para a quebra de 
ATP em ADP e P^. A variagao da energia livre padrao para 
a reagao inversa tern o mesmo valor absoluto, mas de si- 
nal contrario. A variagao da energia livre padrao para o in- 
verso da reagao apresentada e, portanto, 30,5 kJ/mol. Por- 
tanto, para sintetizar 1 mol de ATP sob condigoes normals 
(25° C, concentragao 1 m de ATP, ADP e P^), no minimo 
30,5 kJ de energia deve ser fornecida. De fato, a variagao 
de energia livre nas celulas - aproximadamente 50 kJ/mol 
- e maior do que isso, porque as concentragoes de ATP, 
ADP e P^ nas celulas nao sao o padrao 1 m (ver Problema 
ResoMdo 13-2, p. 519). 


PROBLEMA RESOLVID01-5 Variagao da energia livre padrao para a 
smtese de glicose-6-fosfato 


Qual e a variagao da energia livre padrao, AG°, sob con¬ 
digoes fisiologicas (E. coli cresce no intestino humano a 
27°C) para a reagao seguinte? 

Glicose + ATP-> glicose-6-fosfato + ADP 


Solugao: Tem-se a relagao AG° = -RT In e o valor de 
para esta reagao, 7,8 X 10^. Substituindo os valores de R, T 
e Agq na equagao resulta: 

AG° = - (8,315 J/mol • K)(310 K)(ln 7,8 X lO"") = - 17kJ/mol 

Note que esse valor e levemente diferente daquele do Pro¬ 
blema ResoMdo 1-3. Naquele calculo, assumiu-se uma tem- 
peratura de 25°C (298 K), ao passo que neste calculo foi 
utilizada a temperatura fisiologica de 37°C (310 K). 


As enzimas promovem sequencias de reaves quimicas 

Todas as macromoleculas biologicas sao muito menos es- 
taveis termodinamicamente se comparadas com suas uni- 
dades monomericas, mas mesmo assim elas sao cinetica- 
mente estdveis: suas quebras ndo catalisadas ocorrem tao 
lentamente (ao longo de anos em vez de segundos) que, 
em uma escala de tempo tipica de organismos vivos, essas 
moleculas podem ser consideradas estaveis. Praticamente 
todas as reagoes quimicas das celulas ocorrem em uma taxa 
significativa somente quando na presenga das enzimas - 
biocatalisadores que, como todos os outros catalisadores, 
aumentam bastante a velocidade de reagoes quimicas espe- 
cificas sem, contudo, serem consumidos no processo. 

0 caminho de reagente(s) a produto(s) invariavelmen- 
te envolve uma barreira energetica, chamada de potencial 
de ativagao (Figura 1-28), que precisa ser superada para 
que alguma reagao ocorra. A quebra de ligagoes existen- 
tes e a formagao de novas geralmente requer, em primeiro 
lugar, a modificagao das ligagoes existentes para criar um 
estado de transigao que tern energia livre maior que a 
dos reagentes ou produtos. 0 ponto mais alto no diagrama 
da coordenada de reagao representa o estado de transi- 
gao, e a diferenga de energia entre o reagente no seu esta¬ 
do fundamental e em seu estado de transigao consiste na 
energia de ativagao, AG^. Uma enzima catalisa a reagao 



FIGURA 1-28 A energia se altera durante uma reagao quimica. Uma 

barreira de potencial, tambem chamada de barreira de ativapao, represen- 
tando o estado de transipao (ver Capitulo 6), precisa ser superada na con- 
versao dos reagentes (A) nos produtos (B), mesmo que os produtos sejam 
mais estaveis do que os reagentes, como indicado por uma variapao grande 
e negative da energia livre (AG). A energia necessaria para transpor a barreira 
de potencial e chamada de energia de ativapao (AG). As enzimas catalisam 
as reapoes diminuindo as barreiras de potencial. Elas se ligam fortemente 
aos intermediaries dos estados de transipao, e a energia de ligapao desta 
interapao efetivamente reduz a energia de ativapao de AGb^^^^ (curva azul) 
para AG)^ (curva vermelha). (Observe que a energia de ativapao nao esta 
relacionada a variapao da energia livre, AG.) 

ao prover uma acomodagao mais confortavel ao estado de 
transigao: uma superficie que complementa o estado de 
transigao em sua estereoqmmica, polaridade e carga. A li- 
gagao da enzima ao estado de transigao e exergonica, e a 
energia liberada por essa ligagao reduz a energia de ativa¬ 
gao para a reagao, aumentando muito, por consequencia, 
a sua velocidade. 

Uma contribuigao adicional a catalise ocorre quando 
dois ou mais reagentes se ligam a superficie da enzima pro- 
ximos um do outro e em uma orientagao estereoespecifica 
que favorece a reagao. Isso aumenta em varias ordens de 
grandeza a probabilidade de colisoes produtivas entre rea¬ 
gentes. Como resultado desses fatores somados com varios 
outros, discutidos no Capitulo 6, as reagoes catalisadas por 
enzimas normalmente ocorrem a velocidades 10^^ vezes 
mais rapidas que reagoes nao catalisadas. (Isso e um trilhao 
de vezes mais rapido!) 

Catalisadores celulares sao, com algumas raras exce- 
goes, proteinas. (Algumas moleculas de RNA tern atividade 
enzimatica, como discutido nos Capitulos 26 e 27.) Nova- 
mente, com algumas excegoes, cada enzima catalisa uma 
reagao especifica e cada reagao no interior da celula e ca- 
talisada por uma enzima diferente. Portanto, milhares de 
enzimas diferentes sao necessarias em cada celula. A mul- 
tiplicidade de enzimas, sua especificidade (capacidade de 
diferenciar os reagentes uns dos outros) e sua suscetibili- 
dade de regulagao dao as celulas a capacidade de diminuir 
seletivamente os potenciais de ativagao. Essa seletMdade 
e crucial para a regulagao efetiva dos processos celulares. 
Ao permitir que reagoes especificas ocorram a velocidades 
significativas em momentos especificos, as enzimas deter- 
minam como a materia e a energia sao canalizadas nas ati- 
vidades celulares. 
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Os milhares de reagoes qmmicas catalisadas por enzi- 
mas nas celulas sao organizadas funcionalmente em muitas 
sequencias de reagoes consecutivas, chamadas de rotas, 
nas quais o produto de uma reagao se torna o reagente da 
seguinte. Algumas rotas degradam nutrientes organicos em 
produtos finals simples para poder extrair energia quimica e 
converte-la em formas uteis a celula; o conjunto dessas rea- 
goes degradativas e produtoras de energia livre e designado 
catabolismo. A energia liberada pelas reagoes catabolicas 
promove a sintese de ATR Como resultado, a concentra- 
gao celular de ATP esta bem acima da sua concentragao de 
equilibrio, de modo que o AG para quebra de ATP e grande 
e negative. Similarmente, o catabolismo resulta na produ- 
gao de carreadores de eletrons reduzidos, NADH e NADPH, 
ambos podendo dear eletrons em processes que geram ATP 
on conduzir etapas redutoras em rotas biossinteticas. 

Outras rotas iniciam com moleculas precursoras peque- 
nas e as convertem progressivamente em moleculas maio- 
res e mais complexas, incluindo proteinas e acidos nuclei- 
cos. Tais rotas sinteticas, que invariavelmente requerem 
injegao de energia, sao coletivamente designadas anabolis- 
mo. 0 conjunto de redes de rotas catalisadas por enzimas, 
tanto as catabolicas quanto as anabolicas, constituem o me- 
tabolismo celular. 0 ATP (e os nucleosideos trifosfatados 
energicamente equivalentes, trifosfato de cistidina [CTP], 
trifosfato de uridina [UTP] e trifosfato de guanosina [GTP]) 
e o elo entre os componentes catabolicos e anabolicos dessa 
rede (inostrado esquematicamente na Figura 1-29). As ro¬ 
tas das reagoes catalisadas por enzimas que atuam sobre os 
principals constituintes das celulas - proteinas, gorduras, 
agucares e acidos nucleicos - sao praticamente identicas 
em todos os organismos vivos. 

0 metabolismo e regulado para obter equilibrio 
e economia 

As celulas vivas nao so sintetizam de forma simultanea mi¬ 
lhares de tipos diferentes de carboidratos, gorduras, pro- 
teinas e moleculas de acidos nucleicos e suas subunidades 
mais simples, como o fazem nas exatas proporgoes reque- 
ridas pela celula sob uma dada circunstancia. Por exemplo, 
durante o rapido crescimento celular, os precursores de pro- 
teinas e acidos nucleicos devem ser feitos em grandes quan- 
tidades, ao passo que, em celulas que nao estao crescendo, a 
demanda por esses precursores e muito menor. As enzimas- 
-chave em cada rota metabolica sao reguladas de modo que 
cada tipo de molecula precursora seja produzido na quan- 
tidade apropriada as demandas momentaneas das celulas. 

Cousidere, por exemplo, a rota que leva a sintese do ami- 
noacido isoleuciua, um coustituiute das proteinas, emE. coli. 
A rota tern ciuco passos catalisados por ciuco enzimas dife¬ 
rentes (A a F representam os intermediarios da rota): 


1 

I 

I 

I 

I 

■> C -> D -> E -> F 

Isoleucina 



FIGURA 1-29 O papel central do ATP e do NAD(P)H no metabolismo. 

0 ATP e o intermediario quimico compartilhado que conecta os proces¬ 
ses celulares consumidores e fornecedores de energia. Seu papel na ce¬ 
lula e analogo ao do dinheiro na economia: ele e "produzido/adquirido" 
nas reagoes exergonicas e"gasto/consumido"nas endergonicas. 0 NAD(P) 
H (adenina nicotinamida dinucleotideo [fosfato]) e um cofator carreador 
de eletrons que capta eletrons de reagoes oxidativas e entao os doa em 
uma ampla gama de reagoes de redugao na biossintese. Esses cofatores 
essenciais as reagoes anabolicas, presentes em concentragoes relativa- 
mente baixas, precisam ser constantemente regenerados pelas reagoes 
catabolicas. 


Se uma celula comega a produzir mais isoleucina do que 
ela necessita para a sintese de proteinas, entao a isoleu¬ 
cina nao usada se acumula, e o acrescimo de sua concen¬ 
tragao inibe a atividade catalitica da primeira enzima da 
rota, causando a imediata desaceleragao da produgao de 
isoleucina. Essa retroalimentagao inibitoria mantem a 
produgao e a utilizagao de cada intermediario em equili¬ 
brio (ao longo do livro, sera usado 0 para indicar inibigao 
da reagao enzimatica). 

Apesar de o conceito de rota discreta ser uma ferra- 
menta importante para organizar o conhecimento do me¬ 
tabolismo, ele e muito simplificado. Existem milhares de 


0 

Enzima 1 

A -> B 

Treonina 
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metabolitos intermedimos na celula, muitos dos quais 
fazem parte de mais de uma rota. 0 metabolismo seria 
mais bem representado por uma rede de rotas interconec- 
tadas e interdependentes. A mudanga na concentragao de 
qualquer metabolite da inicio a um efeito de ondulagao, 
influenciando o fluxo de materials pelas outras rotas. A 
tarefa de compreender essas complexas interagoes entre 
intermediaries e rotas em termos quantitativos e desen- 
corajadora, mas a nova enfase em biologia de sistemas, 
discutida no Capitulo 15, comegou a oferecer uma impor- 
tante compreensao da regulagao global do metabolismo. 

As celulas regulam tambem a sintese de seus proprios 
catalisadores, as enzimas, em resposta ao aumento ou a di- 
minuigao da necessidade de um produto metabolite; esse e 
o conteudo do Capitulo 28. A expressao de genes (a tradu- 
gao da informagao contida no DNA em proteinas ativas na 
celula) e a sintese de enzimas sao outros niveis de controle 
metabolico na celula. Todos os niveis devem ser levados 
em conta na descrigao do controle global do metabolismo 
celular. 

RESUM01 .3 Fundamentos flsicos 

► Celulas vivas sao sistemas abertos, que trocam materia 
e energia com o meio externo, extraindo e canalizando 
energia para manter-se no estado estacionario dinamico 
longe do equilibrio. Energia e obtida do sol ou de com- 
bustiveis quimicos pela conversao da energia do fluxo 
de eletrons em ligagoes quimicas no ATP. 

► A tendencia de uma reagao quimica em prosseguir em 
diregao ao equilibrio pode ser expressa como fungao 
da energia livre, AG, que tern dois componentes: a va- 
riagao da entalpia, AiT, e a variagao da entropia, AS. 
Essas variaveis estao relacionadas pela equagao AG = 
AH-TAS. 

► Quando o AG de uma reagao e negativo, a reagao e exer- 
gonica e tende a caminhar para sua conclusao; quando 
AG e positivo, a reagao e endergonica e tende a ir na di¬ 
regao oposta. Quando duas reagoes podem ser somadas 
para produzir uma terceira, o AG da reagao global e a 
soma dos AGs das duas reagoes separadas. 

► As reagoes que convertem ATP em P. e ADP ou em AMP 
e PP^ sao altamente exergonicas (AG negativo e gran¬ 
de em modulo). Muitas reagoes celulares endergonicas 
sao propulsionadas pelo seu acoplamento, mediante um 
intermediario comum, aquelas reagoes altamente exer¬ 
gonicas. 

► A variagao da energia livre padrao, AG°, e uma constan- 
te fisica relacionada a constante de equilibrio pela equa¬ 
gao AG° = -RT In 

► Muitas reagoes celulares ocorrem a velocidades apro- 
priadas somente porque as enzimas estao presentes 
para catalisa-las. As enzimas atuam em parte pela es- 
tabilizagao do estado de transigao, reduzindo a energia 
de ativagao, AG"^, e aumentando a velocidade de reagao 
em varias ordens de grandeza. A atividade catalitica das 
enzimas nas celulas e regulada. 


► Metabolismo e a soma de muitas sequencias de reagoes 
interconectadas que interconvertem metabolitos celula¬ 
res. Cada sequencia e regulada para suprir o que a celu¬ 
la precisa em um dado momento e para gastar energia 
somente quando necessario. 

1.4 Fundamentos genetkos 

Talvez a propriedade mais marcante dos organismos e das 
celulas vivas seja sua capacidade de se reproduzir por in- 
contaveis geragoes com fidelidade quase perfeita. Essa 
continuidade de tragos herdados sugere constancia, ao 
longo de milhoes de anos, na estrutura das moleculas que 
contem a informagao genetica. Poucos registros historicos 
de civilizagoes sobreviveram por mil anos mesmo quando 
riscados em superficies de cobre ou talhados em pedra (Fi- 
gura 1-30). Contudo, existem boas evidencias de que as 
instrugoes geneticas permaneceram praticamente intactas 
nos organismos vivos por periodos muito maiores; muitas 
bacterias tern praticamente o mesmo tamanho, forma e 
estrutura interna, apresentando tambem o mesmo tipo de 
moleculas precursoras e enzimas das bacterias que viveram 
cerca de quatro bilboes de anos atras. Essa continuidade da 
estrutura e da composigao e o resultado da continuidade da 
estrutura do material genetico. 

Entre as descobertas mais notaveis da biologia no secu- 
lo XX esta a natureza quimica e a estrutura tridimensional 
do material genetico, acido desoxirribonucleico, DNA. 
A sequencia de subunidades monomericas, os nucleotideos 
(estritamente, desoxirribonucleotideos, como discutido a 
seguir), neste polimero linear codifica as instrugoes para 
formar todos os outros componentes celulares e fornece o 
molde para a produgao de moleculas de DNA identicas a 
serem distribuidas aos descendentes por ocasiao da divi- 
sao celular. A perpetuagao de uma especie biologica requer 
que sua informagao genetica seja mantida de modo estavel, 
expressa com exatidao na forma de produtos dos genes e 
reproduzida com o minimo de erros. 0 armazenamento, a 
expressao e a reprodugao efetivos da mensagem genetica 
definem especies individuais, distinguem umas das outras e 
asseguram a sua continuidade em sucessivas geragoes. 

A continuidade genetica esta contida em uma unica 
molecula de DNA 

0 DNA e um polimero organico, fino e longo; a rara mole¬ 
cula que e construida na escala atomica em uma dimensao 
(largura) na escala humana em outra (comprimento: uma 
molecula de DNA pode ter varies centimetres de compri¬ 
mento). Um esperma ou ovulo humane, carregando a infor¬ 
magao hereditaria acumulada em bilhoes de anos de evolu- 
gao, transmite essa heranga na forma de moleculas de DNA, 
nas quais a sequencia linear de subunidades de nucleoti¬ 
deos ligados covalentemente codifica a mensagem genetica. 

Normalmente quando sao descritas as propriedades 
de especies quimicas, e descrito o comportamento me¬ 
dio de um numero muito grande de moleculas identicas. 
Embora seja dificil prever o comportamento de uma 
unica molecula em uma populagao, por exemplo, de um 
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(a) (b) 

FIGURA 1-30 Duas inscribes antigas. (a) 0 Prisma de Sennacherib, 
inscrito em torno de 700 a.C., descreve em caracteres da linguagem assiria 
alguns eventos historicos durante o reinado do Rei Sennacherib. 0 prisma 
contem cerca de 20.000 caracteres, pesa cerca de 50 kg e sobreviveu de for¬ 
ma quase intacta por 2.700 anos. (b) Uma unica molecula de DNA da bac¬ 
teria E. coli, extravasando de uma celula rompida, e centenas de vezes mais 
longa que a propria celula e contem codificada toda a informaqao necessa- 
ria para especificar a estrutura e a funqao da celula. 0 DNA bacteriano con¬ 
tem cerca de 4,6 milhoes de caracteres (nucleotideos), pesa menos do que 
10 “^° g e sofreu somente algumas pequenas alteraqoes durante os ultimos 
milhoes de anos (as manchas amarelas e os pontos escuros nesta micrografia 
eletronica colorida sao artefatos da preparaqao). 

picomol de compostos (cerca de 6 X 10^^ moleculas), o 
comport ament o medio das moleculas e previsivel porque 
muitas delas entram no calculo da media. 0 DNA celular 
e uma notavel excegao. 0 DNA que forma todo o material 
genetico da A*, coli e uma unica molecula contendo 4,64 
milhoes de pares de nucleotideos. Essa unica molecula 
tern de ser replicada com perfeigao nos minimos deta- 
Ihes para que uma celula de E. coli possa gerar descen- 
dentes identicos por divisao celular; nao existe espago 
para tomar medias nesse processo! 0 mesmo vale para 
todas as celulas. 0 esperma humano traz para o ovulo 
que ele fertiliza somente uma molecula de DNA de cada 
um dos 23 cromossomos, para se combinar com somente 
uma molecula de cada cromossomo correspondente no 
ovulo. 0 resultado dessa uniao e altamente previsivel: um 
embriao com todos os seus —25.000 genes, feitos de 3 
bilhoes de pares de nucleotideos, intactos. Um feito qui- 
mico impressionante! 

PROBLEMA RESOLVID01-6 Fidelidade da replica^ao do DNA 


Calcule o numero de vezes que o DNA de uma celula de E. 
coli atual foi copiado desde que sua primeira celula bac- 
teriana precursora surgiu ha cerca de 3,5 bilhoes de anos. 
Para simplificar, assuma que neste periodo a E. coli sofreu, 
em media, uma divisao celular a cada 12 horas (isto e supe- 
restimado para a bacteria atual, mas provavelmente subes- 
timado para a bacteria ancestral). 


Solu^ao: 

(1 geragao/12h) (24 h/dia) (365 dias/ano) (3,5 X 10^ anos) 

= 2,6 X 10^^ geragoes 


Uma unica pagina deste livro contem cerca de 5.000 ca¬ 
racteres, de tal forma que o livro inteiro contem 5 milhoes 
de caracteres. 0 cromossomo da E. coli tambem contem 
5 milhoes de caracteres (pares de nucleotideos). Se voce 
fizer uma copia manual deste livro e, entao, passa-lo a um 
colega de classe para tambem fazer uma copia manual, e 
se essa copia for passada para um terceiro colega de clas¬ 
se para fazer a terceira copia da copia e assim por diante, 
quanto cada copia vai se assemelhar com o livro original? 
Agora, imagine o texto que resultaria ao se fazer copias de 
copias a mao alguns trilhoes de vezes! 

A estrutura do DNA permite sua replica^ao e seu reparo 
com fidelidade quase perfeita 

A capacidade dos seres vivos de preservar seu material ge¬ 
netico e duplica-lo para a proxima geragao resulta da com- 
plementaridade entre as duas fitas da molecula de DNA 
(Figura 1-31). A unidade basica do DNA e um polimero 
linear de quatro subunidades monomericas diferentes, 
desoxirribonucleotideos, arranjados em uma sequencia 
linear precisa. Essa sequencia linear codifica a informagao 
genetica. Duas dessas fitas polimericas estao torcidas uma 
em torno da outra formando a dupla-helice de DNA, na qual 
cada desoxirribonucleotideo em uma fita pareia especifica- 
mente com um desoxirribonucleotideo complementar na 
fita oposta. Antes de a celula se dividir, as duas fitas de DNA 
se separam uma da outra e cada uma serve de molde para a 
sintese de uma nova fita complementar, gerando duas mo¬ 
leculas em forma de dupla-helice identicas, uma para cada 
celula-filha. Se qualquer uma das fitas e danificada, entao a 
continuidade da informagao e assegurada pela informagao 
presente na fita oposta, que pode atuar como molde para 
reparar o dano. 

A sequencia linear no DNA codifica proteinas com 
estrutura tridimensional 

A informagao no DNA e codificada na sequencia linear 
(unidimensional) de subunidades de desoxirribonucleoti¬ 
deos, mas a expressao dessa informagao resulta em uma 
celula tridimensional. Essa transformagao da informagao 
de uma dimensao para tres dimensoes ocorre em duas 
fases. Uma sequencia linear de desoxirribonucleotideos 
no DNA codifica (por meio de um intermediario, RNA) 
a produgao de uma proteina com a sequencia linear de 
aminoacidos correspondente (Figura 1-32). A proteina e 
enovelada em uma forma tridimensional particular deter- 
minada pela sua sequencia de aminoacidos e estabilizada 
principalmente por interagoes nao covalentes. Embora a 
forma final da proteina enovelada seja ditada pela sua se¬ 
quencia de aminoacidos, o processo de enovelamento e as- 
sistido por “chaperonas moleculares” (ver Figura 4-30). A 
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Fita Fita Fita Fita 

velha 1 nova 2 nova 1 velha 2 


FIGURA1 -31 Complementaridade entre as duas fitas de DNA. 0 DNA 

e urn polimero linear de quatro tipos de desoxirribonucleotideos, ligados co- 
valentermente: desoxiadenilato (A), desoxiguanilato (G), desoxicitidilato (C), 
desoxitinnidilato (T). Cada nucleotideo, conn sua estrutura tridimensional uni- 
ca, pode se associar especificamente, mas nao covalentemente, com outro 
nucleotideo na fita complementar: A sempre se associa comTe G com C. Por- 
tanto, na molecula de DNA fita dupla, toda a sequencia de nucleotideos em 
uma das fitas e complementar a sequencia da outra. As duas fitas, mantidas 
juntas por ligagoes de hidrogenio (representado por tragos verticais em azul- 
-claro) entre cada par de nucleotideos complementar, giram uma em torno 
da outra para formar a dupla-helice de DNA. Na replicagao do DNA, as duas 
fitas (em azul) se separam e duas fitas novas (em cor-de-rosa) sao sintetizadas, 
cada qual com uma sequencia complementar as fitas originais. 0 resultado 
sao duas moleculas tipo dupla-helice e cada uma identica ao DNA original. 


estrutura tridimensional precisa ou conforma^ao nativa 
de uma protema e crucial para sua fungao. 

Uma vez em sua conformagao nativa, a protema pode 
associar-se nao covalentemente com outras macromole- 
culas (outras proteinas, acidos nucleicos ou lipideos) para 
formar complexos supramoleculares, como cromossomos, 


Gene da hexocinase 



Transcrigao do DNA em 
RNA complementar 

RNA mensageiro ww 


Tradugao do RNA nos ribossomos 
em cadeias polipeptidicas 



FIGURA 1-32 Do DNA ao RNA, do RNA a protema e da protema a 
enzima (hexocinase). A sequencia linear de desoxirribonucleotideos no 
DNA (o gene), que codifica a proteina hexocinase, e primeiro transcrita em 
uma molecula de acido ribonucleico (RNA) com uma sequencia comple¬ 
mentar de ribonucleotideos. A sequencia do RNA (RNA mensageiro) e en- 
tao traduzida na cadeia linear da proteina hexocinase, que entao se dobra 
na sua forma nativa tridimensional com o auxilio das chaperonas molecu- 
lares. Uma vez em sua forma nativa, a hexocinase adquire sua atividade 
catalitica: ela catalisa a fosforilagao da glicose, usando ATP como doador 
do grupo fosforila. 

ribossomos e membranas. As moleculas individuais desses 
complexos tern sitios de ligagao para cada uma com alta 
afinidade especifica, e dentro das celulas elas se agrupam 
espontaneamente em complexos funcionais. 

Apesar de as sequencias de aminoacidos das proteinas 
carregarem toda a informagao necessaria para alcangar a 
conformagao nativa da protema, o enovelamento precise 
e a automontagem tambem requerem o ambiente celular 
correto - pH, forga ionica, concentragoes de ions metalicos, 
e assim por diante. Portanto, a sequencia de DNA sozinha 
nao e suficiente para formar e manter uma celula comple- 
tamente funcional. 

RESUM01.4 Fundamentos geneticos 

► A informagao genetica e codificada na sequencia li¬ 
near de quatro tipos de desoxirribonucleotideos no 
DNA. 

► A dupla-helice da molecula de DNA contem um molde 
interno para sua propria replicagao e reparo. 
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► Moleculas de DNA sao extremamente grandes, com 
massas moleculares de milhoes ou bilhoes. 

► Apesar do tamanho enorme do DNA, a sequencia de nu- 
cleotideos nela e muito precisa, e a manutengao dessa 
precisao no decorrer de periodos bem longos de tempo 
e a base da continuidade genetica dos organismos. 

► A sequencia linear de aminoacidos em uma proteina, 
que esta codificada no DNA do gene dessa proteina, 
produz a estrutura tridimensional especifica da proteina 
- processo que tambem depende das condigoes ambien- 
tais. 

► Macromoleculas individuals com afinidade especifica 
por outras macromoleculas tern a capacidade de se au- 
to-organizar em complexes supramoleculares. 

1.5 Fundamentos evolutivos 

Nada na biologia faz sentido exceto sob a luz da evolugao. 

— Theodosius Dobzhansky, The American Biology 

Teacher, margo de 1973 

0 grande progresso na bioquimica e na biologia molecular 
nas ultimas decadas confirmou a validade da contundente 
generalizagao de Dobzhansky. A notavel semelhanga das 
rotas metabolicas e das sequencias de genes entre os tres 
grupos da vida sugere fortemente que todos os organismos 
modernos derivaram de um ancestral evolutive comum por 


meio de uma serie de pequenas mudangas (mutagoes), 
cada uma conferindo uma vantagem seletiva a algum orga- 
nismo em algum nicho ecologico. 

Mudangas nas instru^es hereditarias possibilitam 
a evolugao 

Apesar da fidelidade quase perfeita na replicagao geneti¬ 
ca, erros pouco frequentes nao reparados no processo de 
replicagao do DNA levam a mudangas na sequencia de nu- 
cleotideos do DNA, produzindo uma mutagao genetica e 
alterando as instrugoes para um componente celular. Da- 
nos reparados incorretamente em uma das fitas do DNA 
possnem o mesmo efeito. Mutagoes no DNA passadas aos 
descendentes - isto e, mutagoes presentes nas celulas re- 
produtivas - podem ser danosas ou mesmo letais ao novo 
organismo ou celula; elas podem, por exemplo, ser a causa 
da sintese de uma enzima defeituosa incapaz de catalisar 
uma reagao metabolica essencial. Ocasionalmente, contu- 
do, uma mutagao equipa melhor um organismo ou uma ce¬ 
lula para sobreviver em um dado ambiente (Figura 1-33). 
Uma enzima mutante pode ter adquirido, por exemplo, uma 
especificidade um pouco diferente que a torna agora capaz 
de usar um composto que previamente a celula estava in- 
capacitada de metabolizar. Se uma populagao de celulas 
estiver em um ambiente onde aquele composto e a unica 
ou a mais abundante fonte de combustivel disponivel, entao 
a celula mutante tera vantagem competitiva sobre as celu- 


Gene da hexocinase 


Gene original 


Um erro raro durante a 
replicagao do DNA duplica 
o gene da hexocinase. 


Gene duplicado 


Um segundo erro raro resulta 
em uma mutagao no 
segundo gene da hexocinase. 


FIGURA 1-33 DupMca^ao e mutagao de genes: um ca- 
minho para gerar novas atividades enzimaticas. Neste 
exemplo, o unico gene da hexocinase em um organismo 
hipotetico pode acabar acidentalmente copiado duas vezes 
durante a replicagao do DNA, de modo que o organismo te- 
nha duas copias inteiras do gene, uma delas desnecessaria. 
Ao longo de geragoes, a medida que o DNA com dois genes 
para a hexocinase e repetidamente replicado, alguns erros 
raros podem ocorrer, levando a mudangas na sequencia de 
nucleotideos do gene excedente e, portanto, da proteina 
que ele codifica. Em alguns casos muito raros, a proteina 
produzida a partir desse gene mutado e alterada de tal for¬ 
ma que ela se liga a um novo substrate - galactose neste 
caso hipotetico. A celula contendo o gene mutante adquire 
uma nova capacidade (metabolizar a galactose), permitindo- 
-Ihe que sobreviva em um nicho ecologico que dispoe de 
galactose, mas nao de glicose. Se a mutagao ocorrer sem a 
duplicagao do gene, entao a fungao original do produto do 
gene e perdida. 


'' Mutagao 
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gene original 
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las nao mutadas (tipo selvagem) da populagao. A celula 
mutada e suas descendentes vao sobreviver e prosperar no 
novo ambiente, enquanto as celulas do tipo selvagem vao 
definhar e ser eliminadas. Isso e o que Darwin denominou 
de selegao natural - o que muitas vezes e resumido como 
“sobrevivencia do mais adaptado”. 

Ocasionalmente, uma segunda copia de um gene intei- 
ro e introduzida em um cromossomo como resultado da 
replicagao defeituosa do cromossomo. A segunda copia e 
desnecessaria, e mutagoes nesse gene nao serao deleterias, 
podendo se tornar um meio pelo qual a celula pode evoluir, 
produzindo um novo gene com uma nova fungao enquanto 
mantem o gene original e a sua fungao. Sob essa optica, 
as moleculas de DNA dos organismos modernos sao docu- 
mentos historicos, registros de uma longa jornada desde as 
primeiras celulas ate os organismos modernos. Contudo, os 
registros historicos no DNA nao estao completos; no cur- 
so da evolugao, muitas mutagoes devem ter sido apagadas 
ou reescritas. Contudo, as moleculas de DNA sao a melhor 
fonte de historia biologica dispomvel. A frequencia de er- 
ros na replicagao do DNA representa um equilibrio entre 
muitos erros, os quais gerariam celulas-filhas inviaveis, e 
relativamente poucos, que impediriam a variagao genetica 
que permite a sobrevivencia das celulas mutantes em no- 
vos nichos ecologicos. 

Varies bilhoes de anos de selegao natural acabaram re- 
finando os sistemas celulares para tirar o maximo das pro- 
priedades fisicas e quimicas das materias-primas disponi- 
veis. As mutagoes geneticas ocasionais que ocorreram em 
individuos de uma populagao, combinadas com a selegao 
natural, resultaram na evolugao para essa enorme varieda- 
de de especies observadas atualmente, cada uma adaptada 
ao seu nicho ecologico particular. 

As biomoleculas surgiram primeiro por 
evolugao quimica 

Ate aqui foi omitido o primeiro capitulo da historia da evo¬ 
lugao: o surgimento da primeira celula viva. Os compostos 
organicos, incluindo as biomoleculas basicas como aminoa- 
cidos e carboidratos, sao encontrados, se nao for considera- 
da sua ocorrencia nos organismos vivos, na crosta terrestre, 
no mar e na atmosfera somente na quantidade de pequenos 
tragos. Entao como o primeiro organismo vivo conseguiu 
adquirir sens blocos de construgao organica caracteristi- 
cos? De acordo com uma hipotese, esses compostos foram 
criados pelo efeito de poderosas forgas ambientais - irradia- 
gao ultravioleta, relampagos e raios ou erupgoes vulcanicas 
- sobre os gases da atmosfera terrestre prebiotica e sobre 
os solutos inorganicos nas fontes hidrotermais superaque- 
cidas nas profundezas do oceano. 

Essa hipotese foi testada em um experimento classico 
sobre a origem abiotica (nao biologica) de biomoleculas 
organicas conduzido em 1953 por Stanley Miller no labo- 
ratorio de Harold Urey. Miller submeteu uma mistura de 
gases supostamente existentes na terra prebiotica, incluin¬ 
do NHg, CH 4 , HgO e Hg, a uma descarga eletrica produzida 
por um par de eletrodos (para simular relampagos e raios) 
por um periodo de uma semana ou mais e entao analisou 


o conteudo do frasco da reagao fechada (Figura 1-34). A 
fase gasosa da mistura continha CO e COg, alem dos gases 
de partida. A fase liquida continha uma grande variedade 
de compostos organicos, incluindo alguns aminoacidos, 
acidos organicos, aldeidos e acido cianidrico (HCN). Esse 
experimento mostrou a possibilidade da produgao abioti¬ 
ca de biomoleculas em um tempo relativamente curto e em 
condigoes relativamente brandas. Quando as amostras de 


Eletrodos 



FIGURA 1-34 Produgao abiotica de biomoleculas. (a) Aparelhodedes- 
cargas eletricas usado por Miller e Urey em experimentos demonstrando a 
formapao abiotica de compostos organicos em condigoes atmosfericas pri¬ 
mitives. Apos submeter a mistura gasosa do sistema a descargas eletricas, os 
produtos formados foram coletados por condensapao. Biomoleculas como 
aminoacidos estavam entre esses produtos. (b) Stanley L. Miller (1930-2007) 
usando seu aparelho de descargas eletricas. 
















34 DAVID L. NELSON & MICHAEL M. COX 


Miller cuidadosamente guardadas foram redescobertas em 
2010 e examinadas com muito mais sensibilidade e tecnicas 
com alto poder de resolugao (cromatografia llquida de alta 
eficiencia e espectrometria de massas), suas observagoes 
originais foram confirmadas e ampliadas significativamen- 
te. Resultados previamente nao publicados por Miller e que 
inclmram HgS na mistura gasosa (imitando as condigoes 
das atividades vulcanicas no fundo do mar; Figura 1-35) 
mostraram a formagao de 23 aminoacidos e 7 compostos 
organossulfurados, bem como um grande numero de outros 
compostos simples que podem ter servido como blocos de 
construgao da evolugao prebiotica. 

Experimentos de laboratorio mais refinados forneceram 
boas evidencias de que muitos dos componentes qulmicos 
das celulas vivas, incluindo polipeptldeos e moleculas pa- 
recidas com o RNA, podem se formar sob essas condigoes. 
Pollmeros de RNA podem atuar como catalisadores em rea- 
goes biologicamente importantes (ver Capltnlos 26 e 27), e 
o RNA provavelmente exercen um papel crucial na evolu¬ 
gao prebiotica, tanto como catalisador como repositorio de 
informagoes. 

RNA ou precursores relacionados podem ter sido os 
primeiros genes e catalisadores 

Nos organismos modernos, acidos nucleicos codificam a in- 
formagao genetica que especifica a estrutura das enzimas, e 
as enzimas catalisam a replicagao e o reparo dos acidos nu- 



FIGURA 1-35 Colunas quentes contendo material escuro. Fontes 
termais no leito do oceano emitem agua superaquecida e rica em minerals 
dissolvidos. A coluna escura e formada quando o jato superaquecido encon- 
tra a agua fria do oceano, causando a precipitaqao dos sulfitos dissolvidos. 
Diversas formas de vida, incluindo arqueias e alguns animals multicelulares 
surpreendentemente complexos, sao encontradas nas vizinhanqas de tais 
termas, que podem ter sido os sitios da biogenese inicial. 


cleicos. A dependencia mutua dessas duas classes de bio- 
moleculas traz a intrigante pergunta: quern veio primeiro, 
DNA ou proteina? 

A resposta pode ser que ambos surgiram aproximada- 
mente ao mesmo tempo e que o RNA precedeu ambos. A 
descoberta de que moleculas de RNA podem atuar como 
catalisadoras da sua propria formagao sugere que o RNA, 
ou uma molecula similar, pode ter sido o primeiro gene e 
o primeiro catalisador. De acordo com esse cenario (Figu¬ 
ra 1-36), um dos primeiros estagios da evolugao biologica 
foi a formagao por acaso de uma molecula de RNA que 
pode catalisar a formagao de outra molecula de RNA com 
a mesma sequencia - uma autorreplicagao, um RNA auto- 
perpetuante. A concentragao de uma molecula de RNA au- 
torreplicante cresceria exponencialmente, visto que uma 
molecula formou varias, varias formaram muitas mais, e 
assim por diante. A fidelidade da autorreplicagao presumi- 
velmente nao era perfeita, de modo que o processo gerou 
variantes do RNA, muitos dos quais podendo ser melhores 
para a autorreplicagao. Na competigao por nucleotideos, 
a mais eficiente entre as sequencias autorreplicantes ga- 
nharia e os replicadores menos eficientes se extinguiriam 
da populagao. 


Formagao prebiotica de compostos simples, 
incluindo nucleotideos, a partir dos componentes primitivos 
da atmosfera ou dos gases das fendas de vulcoes submersos 

T 

Produgao de moleculas de RNA 
curtas com sequencias aleatorias 

T 

Replicagao seletiva de segmentos de 
RNA cataliticos autoduplicantes 

T 

Smtese de peptideos especificos, 
catalisada por RNA 


T 

Aumento do papel dos peptideos na replicagao do RNA; 
coevolugao do RNA e das protemas 
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Sistema de tradugao primitiva se desenvolve, 
com genoma de RNA e catalisadores RNA-protema 
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FIGURA 1-36 Possivel roteiro para o"mundo do RNA". 
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A divisao de tarefas entre DNA (deposito de informagao 
genetica) e protema (catalise) foi, de acordo com a hipo- 
tese do “mundo do RNA”, um desenvolvimento posterior. 
Novas variantes de moleculas de RNA autorreplicantes se 
desenvolveram, com a capacidade adicional de catalisar 
a condensagao de aminoacidos em peptideos. Eventual- 
mente, os peptideos assim formados puderam reforgar a ca¬ 
pacidade do RNA de se autorreplicar, e o par - molecula de 
RNA e peptideo auxiliar - poderia passar por modificagoes 
adicionais na sequencia, gerando sistemas autorreplicantes 
com eficiencia crescente. A interessante descoberta de que 
na maquinaria de sintese de proteinas nas celulas modernas 
(ribossomos) sao as moleculas de RNA, e nao as proteinas, 
que catalisam a formagao das ligagoes peptidicas e consis- 
tente com a hipotese do mundo do RNA. 

Algum tempo apos a evolugao desse sistema primitivo 
de sintese de proteinas, houve um desenvolvimento adicio¬ 
nal: moleculas de DNA com sequencias complementares as 
moleculas de RNA autorreplicantes assumiram a fungao de 
conservar a informagao “genetica”, e as moleculas de RNA 
evoluiram para exercer o sen papel na sintese de protei¬ 
nas. (Sera explicado no Capitulo 8 por que o DNA e uma 
molecula mais estavel que o RNA e, portanto, um reposi- 
torio mais adequado a informagao hereditaria.) As protei¬ 
nas se revelaram catalisadores versateis e, com o passar do 
tempo, assumiram a maior parte dessa fungao. Compostos 
semelhantes a lipideos presentes na mistura primordial for- 
maram camadas relativamente impermeaveis ao re dor das 
colegoes de moleculas autorreplicantes. A concentragao de 
proteinas e acidos nucleicos dentro desses involucres lipi- 
dicos favoreceu as interagoes moleculares necessarias para 
a autorreplicagao. 

0 cenario do mundo de RNA e intelectualmente satisfa- 
torio, mas ele deixa uma questao sem resposta: de onde vie- 
ram os nucleotideos necessaries para fazer o RNA inicial? 
Uma alternativa ao cenario de um mundo de RNA supoe 
que rotas metabolicas simples evoluiram primeiro, talvez 
nas fontes termais do leito do oceano. Um conjunto de rea- 
goes quimicas inter-relacionadas nesses locals pode ter pro- 
duzido os precursores, antes do advento das membranas de 
lipideos ou RNA. Sem maiores evidencias experimentais, 
nenhuma dessas hipoteses pode ser desconsiderada. 

A evolugao biologica come^ou ha mais de 
tres bilhoes e meio de anos 

A Terra se formou ha cerca de 4,6 bilhoes de anos, e a pri- 
meira evidencia de vida data de mais de 3,5 bilhoes de anos 
atras. Em 1996, cientistas trabalhando na Groenlandia en- 
contraram evidencias quimicas de vida (“moleculas fosseis”) 
tao antigas quanto 3,85 bilhoes de anos, formas de carbono 
incrustadas em rochas que parecem ter uma origem niti- 
damente biologica. Em algum lugar da Terra, durante sens 
primeiros bilhoes de anos, os primeiros organismos surgi- 
ram, capazes de replicar sua propria estrutura a partir de 
um molde (RNA?), que foi o primeiro material genetico. 
Considerando que a atmosfera terrestre no alvorecer da 
vida estava praticamente desprovida de oxigenio e que exis- 
tiam poucos microrganismos para decompor os compostos 
organicos formados pelos processos naturals, entao esses 


compostos eram relativamente estaveis. Dada essa estabi- 
lidade e a eternidade de tempo transcorrido, o improvavel 
se tornou inevitavel: vesiculas lipidicas contendo compostos 
organicos e RNA autorreplicante deram origem as primeiras 
celulas (protocelulas), e essas protocelulas com maior ca¬ 
pacidade de autorreplicagao se tornaram mais numerosas. 
Assim, teve inicio o processo da evolugao biologica. 

A primeira celula provavelmente usou combustiveis 
inorganicos 

As celulas primitivas surgiram em uma atmosfera redutora 
(nao existia oxigenio) e provavelmente obtiveram energia 
de compostos inorganicos, como sulfeto ferroso e carbona- 
to ferroso, ambos abundantes na superficie terrestre. Por 
exemplo, a reagao 

FeS + H2S-> FeSg + H2 

produz energia suficiente para promover a sintese de ATP 
ou compostos semelhantes. Os compostos organicos de que 
essas celulas primitivas precisavam podem ter surgido das 
agoes nao biologicas de raios e relampagos, do calor dos 
vulcoes ou do calor de fontes termais no leito do oceano so- 
bre os componentes da atmosfera primitiva, como CO, CO2, 
N2, NHg, CH4 e outros. Uma fonte alternativa de compostos 
organicos tern sido proposta: o espago extraterrestre. Em 
2006, a missao espacial Stardust (poeira estelar) trouxe fi- 
nas particulas de poeira da cauda de um cometa; a poeira 
continha uma variedade de compostos organicos, inclusive 
o aminoacido simples glicina. 

Os organismos unicelulares primitivos adquiriram gra- 
dualmente a capacidade de extrair energia de compostos 
do seu meio e de usar esta energia para sintetizar a maio- 
ria de suas moleculas precursoras, tornando-se, portanto, 
menos dependentes de fontes externas. Um evento evolu¬ 
tive muito significante foi o desenvolvimento de pigmentos 
capazes de capturar a energia da luz do sol, que pode ser 
usada para reduzir, ou “fixar”, CO2 para formar compostos 
organicos mais complexes. 0 deader original de eletrons 
para estes processos fotossinteticos foi provavelmente o 
H2S, produzindo enxofre elementar ou sulfato como sub- 
produto; mais tarde, as celulas desenvolveram a capacidade 
enzimatica de usar H2O como deader de eletrons nas rea- 
goes fotossinteticas, produzindo O2 como residue. As ciano- 
bacterias sao os descendentes modernos desses primeiros 
produtores de oxigenio fotossintetico. 

Pelo fate de a atmosfera da Terra nos estagios iniciais 
da evolugao biologica estar praticamente desprovida de 
oxigenio, as primeiras celulas eram anaerobias. Sob tais 
condigoes, organismos quimiotroficos podiam oxidar com¬ 
postos organicos em CO2 passando eletrons nao para o O2, 
mas para aceptores que produzem H2S como produto. Com 
o surgimento de bacterias fotossinteticas produtoras de O2, 
a atmosfera se tornou progressivamente rica em oxigenio 
- oxidante poderoso e toxico para organismos anaerobios. 
Respondendo a pressao evolutiva ao que Lynn Margulis e 
Dorion Sagan chamaram de “holocausto do oxigenio”, algu- 
mas linhagens de microrganismos levaram ao surgimento 
de organismos aerobios que obtem energia passando ele¬ 
trons das moleculas de combustivel ao oxigenio. Devido ao 
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fato de a transferencia de eletrons de moleculas organicas 
ao Og liberar uma grande quantidade de energia, os orga- 
nismos aerobics tiveram uma vantagem energetica sobre 
sens equivalentes anaerobios quando ambos competiam no 
ambiente contendo oxigenio. Essa vantagem se traduziu na 
predominancia de organismos aerobics em ambientes ricos 
em Og. 

As bacterias e as arqueias modernas habitam pratica- 
mente todos os nichos ecologicos da biosfera, e existem 
organismos capazes de usar praticamente qualquer tipo 
de composto organico como fonte de carbono e energia. 
Microrganismos fotossinteticos, tanto em agua salgada 
como em agua doce, captam energia solar e a utilizam para 
gerar carboidratos e todos os outros constituintes da ce- 
lula, que por sua vez sao usados como alimento pelas ou- 
tras formas de vida. 0 processo de evolugao continua - e 
inclusive pode ser observado em laboratorio com celulas 
bacterianas que se reproduzem muito rapidamente. Uma 
linha interessante de pesquisa para estudar os mecanismos 
evolucionarios consiste em tentar produzir bacterias sinte- 
ticas no laboratorio (no qual o experimentador providencia 
cada componente purificado por conhecimento previo). 0 
primeiro passo nessa diregao consiste em determinar o nu- 
mero minimo de genes necessaries para a vida examinan- 
do o genoma da bacteria mais simples. 0 menor genoma 
conhecido de uma bacteria de vida livre e de Mycohacte- 
rium genitalium, que contem 580.000 pares de bases co- 
dificando 483 genes. Em 2010, cientistas do Institute Craig 
Venter conseguiram sintetizar in vitro o cromossomo da 
bacteria, e entao incorporaram o cromossomo sintetico em 
uma bacteria viva de outra especie, que por sua vez adqui- 
riu as propriedades de Mycobacterium genitalium. Essa 
tecnologia abre caminho para a produgao de uma grande 
variedade de celulas sinteticas, com o minimo basico de ge¬ 
nes essenciais para a vida. Com uma celula dessas, pode-se 
esperar o estudo em laboratorio do processo evolucionario 
pelo qual as protocelulas gradualmente se diversificaram e 
se tornaram mais complexas. 

Celulas eucarioticas evolui'ram a partir de precursores 
mais simples por meio de varies estagios 

A partir de 1,5 bilhao de anos atras, os registros fosseis 
comegaram a mostrar evidencias de organismos maiores e 
mais complexes, provavelmente as primeiras celulas eucari¬ 
oticas (Figura 1-37). Detalhes do caminho evolutive de ce¬ 
lulas nao nucleadas para celulas nucleadas nao podem ser 
deduzidos somente pelo registro fossil, mas as semelhangas 
bioquimicas e morfologicas dos organismos modernos suge- 
rem uma sequencia de eventos consistente com a evidencia 
fossil. 

Tres mudangas principals devem ter ocorrido. Primeiro, 
a medida que as celulas adquiriram mais DNA, os mecanis¬ 
mos necessaries para o enrolamento compacto em torno de 
proteinas especificas formando complexes separados, man- 
tendo a capacidade de promover a divisao correta entre as 
celulas-filhas, tornaram-se mais elaborados. Proteinas espe- 
cializadas foram necessarias para estabilizar o DNA enrola- 
do e para separar os complexes DNA-proteina resultantes 
(cromossomos) durante a divisao celular. Segundo, a me- 
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FIGURA 1-37 Marcos da evolu^ao da vida na Terra. 


dida que as celulas se torna¬ 
ram maiores, um sistema de 
membranas intracelular se 
desenvolveu, incluindo uma 
dupla membrana envolven- 
do o DNA. Essa membrana 
segregou o processo nuclear 
de sintese de RNA a partir do 
molde de DNA do processo 
citoplasmatico de sintese de 
proteinas nos ribossomos. 
Finalmente, de acordo com 
a hipotese agora amplamente 
aceita (mas que teve muita 
resistencia no inicio) adiantada por Lynn Margulis, as pri¬ 
meiras celulas eucarioticas, que eram incapazes de realizar 
fotossintese on metabolismo aerobio, englobaram bacterias 
aerobias e bacterias fotossinteticas, formando associagoes 
endossimbioticas que finalmente se tornaram permanen- 
tes (Figura 1-38). Algumas bacterias aerobias evoluiram 
para as mitocondrias dos eucariotos modernos, e algumas 
cianobacterias fotossinteticas se tornaram os plastideos, 
como os cloroplastos das algas verdes, os provaveis ances- 
trais das celulas das plantas modernas. 



Lynn Margulis, 1938-2011 
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O metabolismo 
anaerobic e ineficiente 
porque o combustivel 
nao e completamente 
oxidado. 


Bacterias sao 
engolfadas por 
eucariotos ancestrais 
e multiplicadas em 
seu interior. 



Eucarioto anaerobic 
ancestral 


Genoma 

bacteriano 


Bacteria aerobia 


O metabolismo aerobic 
e eficiente porque o 
combustivel e oxidado 
em CO 2 . 




Sistemas simbioticos podem 
agora executar catabolismo 
aerobic. Alguns genes 
bacterianos se moveram 
para o nucleo e as bacterias 
endossimbiontes se 
tornaram as mitocondrias. 


Eucarioto aerobio 


Genoma de 
cianobacteria 

Cianobacteria 

fotossintetica 

Energia luminosa e 
usada para sintetizar 
biomoleculas a 
partir de CO 2 . 


Eucarioto nao 
fotossintetico 


Eucarioto 

fotossintetico 

Cloroplasto 


Com o tempo, alguns 
genes da cianobacteria se 
deslocam para o nucleo 
e os endossimbiontes se 
tornam plasti'deos 
(cloroplastos). 


Cianobacteria engolfada se 
torna urn endossimbionte e se 
multiplica; a nova celula pode 
produzir ATP usando energia 
da luz solar. 


FIGURA 1-38 Evolu^ao dos eucariotos por endossimbiose. 0 euca- 
rioto primitivo, urn anaerobic, adquiriu uma bacteria purpura endossimbi- 
otica (em amarelo), que levou consigo a capacidade de fazer o catabolismo 
aerobio e se tornou, com o tempo, a mitocondria. Quando a cianobacteria 


fotossintetica (em verde) se tornou endossimbionte de alguns eucariotos 
aerobics, entao essas celulas se tornaram os precursores fotossinteticos das 
modernas plantas e das algas verdes. 


Em algum estagio posterior da evolugao, os organismos 
unicelulares acharam vantajoso se agregar como aglomera- 
dos, adquirindo assim maior mobilidade, eficiencia ou su- 
cesso reprodutivo se comparados com seus competidores 
unicelulares livres. Uma evolugao adicional desses organis¬ 
mos agregados levou a associagoes permanentes entre celu¬ 
las individuais e, por fim, a especializagao dentro da colonia 
- isto e, a diferenciagao celular. 

As vantagens da especializagao celular levaram a evo- 
lugao de organismos sempre mais complexos e altamen- 
te diferenciados, nos quais algumas celulas realizavam as 
fungoes sensoriais, outras as fungoes digestivas, outras as 
fotossinteticas ou reprodutivas, e assim por diante. Muitos 
organismos multicelulares modernos contem centenas de 
tipos de celulas diferentes, cada qual especializada para 
uma fungao de manutengao do organismo inteiro. Meca- 
nismos fundamentals que evoluiram primeiramente tive- 
ram ainda refinamentos ulteriores e se embelezaram com 
a evolugao. Os mesmos mecanismos e estruturas basicas 
que sustentam o movimento dos cilios no Paramecium e 
do flagelo na Chlamydomonas sao utilizados, por exem- 
plo, pelos espermatozoides altamente diferenciados dos 
vertebrados. 

A anatomia molecular revela rela^des evolutivas 

Agora OS bioquimicos tern um tesouro de informagoes mui- 
to rico e sempre crescente sobre a anatomia molecular 


das celulas, que pode ser usado para analisar as relagoes 
evolutivas e refinar a teoria da evolugao. A sequencia do 
genoma, o conteudo genetico completo de um organismo, 
foi determinada para centenas de bacterias, para mais de 
40 arqueias e para um numero crescente de microrganis- 
mos eucarioticos, incluindo Saccharomyces cerevisiae e 
especies de Plasmodium] plantas, incluindo Arahidop- 
sis thaliana e arroz; e animals multicelulares, incluindo 
Caenorhahditis elegans (um verme). Drosophila me- 
lanogaster (a mosca-das-frutas), camundongo, rato, ca- 
chorro, chimpanze e Homo sapiens (Tabela 1-2). Com tais 
sequencias em maos, uma comparagao detalhada e quanti- 
tativa entre as especies pode fornecer uma visao profunda 
do processo evolutivo. Ate aqui, a filogenia molecular deri- 
vada da sequencia de genes e consistente, mas em alguns 
casos e ate mais precisa que a filogenia classica com base 
em estruturas macroscopicas. Apesar de os organismos te- 
rem continuamente divergido em sua anatomia bruta, em 
nivel molecular a unidade da vida se torna imediatamente 
Clara; estruturas e mecanismos moleculares sao muito se- 
melhantes desde os organismos mais simples aos mais com¬ 
plexos. Essas semelhangas sao mais facilmente percebidas 
nas sequencias, tanto nas sequencias de DNA que codifi- 
cam proteinas como na propria sequencia das proteinas. 

Quando dois genes compartilham semelhangas de se¬ 
quencia facilmente detectaveis (sequencia de nucleotideos 
no DNA ou sequencia de aminoacidos na proteina que eles 
codificam), suas sequencias sao ditas homologas e as pro- 
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TABELA1-2 


Alguns dos muitos organismos cujos genomas foram completamente sequenciados 


Tamanho do genoma 

Organismo (pares de nucleotideos) 


Mycoplasma genitalium 

5,8 X 10' 

Helicobacter pylori 

1,6 X 10' 

Methanocaldococcus jannaschii 

1,7 X 10' 

Haemophilus influenzae 

1,9 X 10' 

Synechocystis sp. 

3,9 X 10' 

Bacillus subtilis 

4,2 X 10' 

Escherichia coli 

4,6 X 10' 

Saccharomyces cerevisiae 

1,2 X 10' 

Caenorhabditis elegans 

1,0 X 10' 

Arabidopsis thaliana 

1,2 X 10' 

Drosophila melanogaster 

1,8 X 10' 

Mus musculus 

2,7 X 10' 

Homo sapiens 

3,0 X 10' 


Fonte: www.ncbi.nlm.nih.gov/genome. 


Interesse biologico 

0 menor organismo 

Causa ulcera gastrica 

Arqueia; cresce a 85°C 

Causa gripe bacteriana 

Cianobacteria 

Bacteria comum do solo 

Algumas linhagens sao patogenos humanos 

Eucarioto unicelular 

Verme redondo multicelular 

Planta modelo 

Mosca de laboratorio (“mosca-da-fruta”) 
Camundongo de laboratorio 
Humano 


teinas que eles codificam sao homologas. Se dois genes 
homologos ocorrem na mesma especie, entao eles sao di- 
tos paralogos e os produtos proteicos tambem sao paralo- 
gos. Presume-se que os genes paralogos sejam derivados 
da duplicagao genica, seguida por mudangas graduais nas 
sequencias de ambas as copias. Tipicamente, protemas pa- 
ralogas sao semelhantes nao somente em sequencia, mas 
tambem em sua estrutura tridimensional, mas ambas adqui- 
riram fungoes diferentes durante sua evolugao. 

Dois genes homologos (on protemas) encontrados em 
especies diferentes sao ditos ortologos e suas protemas 
resultantes sao ortologas. Normalmente as ortologas 
tern a mesma fungao em ambos os organismos; portan- 
to, quando um novo gene sequenciado de uma especie e 
fortemente ortologo com um gene de outra especie, en¬ 
tao esse gene provavelmente codifica uma protema com 
a mesma fungao em ambas as especies. Dessa forma, a 
fungao do produto dos genes (protemas ou moleculas de 
RNA) pode ser deduzida a partir da sequencia genomica, 
sem nenhuma caracterizagao bioqmmica das moleculas 
em si. Um genoma anotado tern, alem da propria se¬ 
quencia de DNA, uma descrigao da provavel fungao do 
produto de cada gene, deduzida por comparagao com ou- 
tras sequencias genomicas e fungoes proteicas estabeleci- 
das. As vezes, podem-se deduzir as capacidades metabo- 
licas de um organismo somente pela sequencia genomica, 
isto e, pela identificagao das rotas (conjunto de enzimas) 
codificadas no genoma. 

As diferengas entre as sequencias de genes homologos 
podem ser usadas como uma medida aproximada do distan- 
ciamento entre duas especies no curso da evolugao - ou ha 
quanto tempo atras o seu precursor evolutivo comum deu 
origem as duas linhas com destinos evolutivos diferentes. 


Quanto maior o numero de sequencias diferentes, mais an- 
tiga a divergencia na historia evolutiva. Pode-se construir 
uma filogenia (arvore genealogica) na qual a distancia evo¬ 
lutiva entre duas especies quaisquer e representada por sua 
proximidade na arvore (a Figura 1-4 e um exemplo). 

No curso da evolugao, novos processos, estruturas ou 
mecanismos regulatorios sao adquiridos, reflexos dos ge¬ 
nomas alterados dos organismos em evolugao. 0 genoma 
de um eucarioto simples como a levedura deve ter genes 
relacionados a formagao da sua membrana nuclear, ge¬ 
nes esses nao presentes nas bacterias ou nas arqueias. 0 
genoma de um inseto deve center genes que codificam 
protemas envolvidas em especificar a segmentagao ca- 
ractenstica do seu corpo, genes esses nao presentes na 
levedura. 0 genoma de todos os vertebrados deve com- 
partilhar genes que especificam o desenvolvimento da 
coluna vertebral, e o dos mamiferos deve ter genes pro- 
prios necessaries para o desenvolvimento da placenta, 
uma caracteristica dos mamiferos - e assim por diante. 
A comparagao dos genomas completes das especies de 
cada filo esta levando a identificagao de genes cruciais as 
mudangas evolutivas fundamentais no piano corporal e no 
desenvolvimento. 

A genomica funcional mostra a aloca^ao de genes para 
processos celulares especi'ficos 

Quando a sequencia de um genoma esta completamente 
determinada e uma fungao e associada a cada gene, entao 
os geneticistas moleculares podem agrupar os genes de 
acordo com o processo (sintese de DNA, sintese de pro¬ 
tema, geragao de ATP, e assim por diante) no qual eles fun- 
cionam e tambem encontrar qual fragao do genoma esta 
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alocada para cada uma das atividades celulares. A maior ca- 
tegoria de genes em E. coli, A. thaliana e H. sapiens con- 
siste em genes (ate agora) de fungao desconhecida, o que 
representa mais de 40% dos genes de cada especie. As pro- 
teinas de transporte que movem ions e pequenas moleculas 
atraves da membrana plasmatica ocupam uma proporgao 
significativa dos genes em todas as tres especies, mais em 
bacterias e plantas que nos mamiferos (10% dos —4.400 
genes deE. coli, —8% dos —32.000 genes deA. thaliana, 
e —4% de —25.000 genes de H. sapiens'). Os genes que 
codificam as protemas e o RNA necessaries para sintese de 
proteinas somam de 3 a 4% do genoma de E. coli, mas nas 
celulas mais complexas de A. thaliana, mais genes sao ne¬ 
cessaries para enderegar as protemas ate a sua localizagao 
final nas celulas do que o requerido para as sintetizar (cerca 
de 6 e 2% do genoma, respectivamente). Em geral, quanto 
mais complexo o organismo, maior a porgao do sen genoma 
que codifica genes envolvidos na regulagdo de processes 
celulares e menor a porgao dedicada aos processes basicos, 
como geragao de ATP e sintese proteica. 


A compara^ao gendmica apresenta importancia 
crescente na biologia e na medicina humana 


especies sao enormes. As poucas diferengas nos conteudos 
geneticos devem explicar o dominio da linguagem em hu- 
manos, a extraordinaria capacidade fisica dos chimpanzes e 
uma miriade de outras diferengas. A comparagao de geno- 
mas esta permitindo aos pesquisadores identificar genes 
candidates conectados a divergencias no programa de de- 
senvoMmento de humanos e dos outros primatas e a emer- 
gencia de fungoes complexas como a linguagem. Tudo se 
tornara mais claro somente quando o genoma de mais pri¬ 
matas se tornar disponivel para comparagao com o genoma 
humane. 

Da mesma forma, as diferengas no conteudo genetico 
entre humanos sao extremamente pequenas se compara- 
das com as diferengas entre humanos e chimpanzes. Mesmo 
assim, essas poucas diferengas sao responsaveis pelas dife¬ 
rengas dentro da especie humana - incluindo diferengas na 
saude e na suscetibilidade a doengas cronicas. Ha muito a 
aprender sobre a variabilidade na sequencia entre huma¬ 
nos, e a disponibilidade dessa informagao gendmica vai cer- 
tamente transformar o diagnostico e o tratamento medico. 
Pode-se esperar que, para algumas doengas geneticas, os 
tratamentos paliativos ate agora utilizados serao substitui- 
dos por curas. Pode-se esperar tambem que o alerta e a pre- 
vengao serao as medidas usadas quando suscetibilidades a 
doengas sao detectadas por marcadores geneticos especifi- 
cos. 0 atual “historico medico” podera ser substitnido pelo 
“prognostico medico”. ■ 

RESUM01 .5 Fundamentos evolutivos 

► Ocasionalmente, mutagoes herdadas geram organismos 
mais bem adaptados para sobreviver e, com a reprodu- 
gao em um dado nicho ecologico, os sens descendentes 


T 


Os genomas de chimpanzes e humanos sao 99,9% 
identicos; mesmo assim, as diferencas entre as duas 


passam a predominar na populagao desse nicho. Esse 
processo de mutagao e selegao e a base da evolugao da- 
rwiniana que vai da primeira celula a todos os organis¬ 
mos modernos. 0 grande numero de genes compartilha- 
dos por todos os seres vivos explica suas semelhangas 
fundamentals. 

► A vida surgiu ha cerca de 3,5 bilhoes de anos, mais pro- 
vavelmente com a formagao de um compartimento fe- 
chado por membrana contendo uma molecula de RNA 
autorreplicante. Os componentes das primeiras celulas 
podem ter sido produzidos perto de fontes termais no 
leito dos oceanos on pela agao de raios e relampagos 
e altas temperaturas sobre moleculas atmosfericas sim¬ 
ples, como COg e NHg. 

► Os papeis cataliticos e geneticos exercidos pelos primei- 
ros genomas de RNA foram ao longo do tempo sendo 
realizados por protemas e DNA, respectivamente. 

► Celulas eucarioticas adquiriram a capacidade de promo¬ 
ver a fotossmtese e a fosforilagao oxidativa a partir de 
bacterias endossimbioticas. Em organismos multicelula- 
res, alguns tipos de celulas diferenciadas se especializa- 
ram em uma on mais fungoes essenciais para a sobrevi- 
vencia do organismo. 

► 0 conhecimento das sequencias completas de nucleo- 
tideos dos genomas de organismos de diferentes ramos 
da arvore filogenetica fornece compreensoes mais pro- 
fundas da evolugao e oferece tambem grandes oportuni- 
dades para a medicina humana. 


Termos-chave 

Todos os termos estdo definidos no glossdrio. 


metabolito 3 
nucleo 3 
genoma 3 
eucariotos 3 
bacteria 4 
arqueia 4 
citoesqueleto 8 
estereoisomeros 16 
configuragao 16 
centre quiral 17 
conformagao 19 
entropia, S 23 
entalpia, H 23 
variagao da energia livre, 
^G 23 


reagao endergonica 23 
reagao exergonica 24 
eqnilibrio 25 
variagao da energia livre 
padrao, A6r° 25 
energia de ativagao, 

AC?* 27 

catabolismo 28 
anabolismo 28 
metabolismo 28 
biologia de sistemas 29 
mntagao 32 
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Problemas 

Seguem alguns problemas relacionados ao conteudo do capi- 
tulo. (Para solucionar os problemas de final de capitulo, o lei- 
tor pode consultar a contracapa da obra.) Cada problema tern 
um titulo para facilitar a referenda e discussao. Para todos os 
problemas numericos, mantenha em mente que as respostas 
devem ser expressas com mimero correto de algarismos signi- 
ficativos. Respostas resumidas estao no Apendice B. 

1. O tamanho das celulas e sens componentes. 

(a) Se voce for ampliar uma celula 10.000 vezes (ampliagao 
tipica conseguida no microscopio eletronico), quao grande isso 
seria? Considere que voce esta vendo uma celula eucariotica 
“tipica” com um diametro celular de 50 jam. 

(b) Se essa celula for uma celula muscular (miocito), quan- 
tas moleculas de actina ela poderia confer? Assuma que a ce¬ 
lula e esferica e que mais nenhum outro componente celular 
esta presente; moleculas de actina sao esfericas, com 3,6 nm 
de diametro. 0 volume da esfera e de 4/3 ttt. 

(c) Se essa fosse uma celula do flgado (hepatocito) com as 
mesmas dimensoes, quantas mitocondrias ela poderia confer? 
(Considere que a celula e esferica, nenhum outro componente 
celular esta presente e a mitocondria e esferica, com 1,5 jam 
de diametro.) 


(d) A glicose e o principal nutriente produtor de energia 
para a maioria das celulas. Assumindo uma concentragao ce¬ 
lular de 1 mM (isto e, 1 milimoPL), calcule quantas moleculas 
de glicose podem estar presentes na nossa celula eucariotica 
hipotetica (e esferica). (0 mimero de Avogadro, o numero de 
moleculas em 1 mol de substancia nao ionizada, e 6,02 X 10^^.) 

(e) Hexocinase e uma enzima importante no metabolismo 
da glicose. Se a concentragao de hexocinase nessa celula euca¬ 
riotica for de 20 jaM, quantas moleculas de glicose estao pre¬ 
sentes para cada molecula de hexocinase? 

2. Componentes da E, colL Celulas de E. coli em forma 
de bastao tern cerca de 2 jam de comprimento e 0,8 jam de 
diametro. 0 volume de um cilindro e h, onde e a altura 
do cilindro. 

(a) Se a densidade media da E. coli (na maior parte agua) 
e 1,1 X 10^ g/L, qual e a massa de uma unica celula? 

(b) E. coli tern um envelope de protegao celular de 10 nm 
de espessura. Qual porcentagem do volume total da bacteria e 
ocupada pelo envelope? 

(c) E. coli e capaz de crescer e se multiplicar rapidamente 
porque contem cerca de 15.000 ribossomos esfericos (diame- 
tros de 18 nm), que realizam a smtese de protemas. Qual por¬ 
centagem do volume celular e ocupada pelos ribossomos? 

3. Informa^ao genetica no DNA da E, coli. A informa- 
gao genetica contida no DNA consiste em uma sequencia linear 
de unidades codificantes, conhecida como codon. Cada codon 
e uma sequencia especifica de tres desoxirribonucleotideos 
(tres pares de desoxirribonucleotideos no DNA fita dupla), e 
cada codon codifica uma unidade de aminoacido na proteina. 0 
peso molecular de uma molecula de DNA de E. coli e de cerca 
de3,l X 10^ g/mol. 0 peso molecular medio do par de nucleoti- 
deo e 660 g/mol, e cada par de nucleotideo contribui com 0,34 
nm de comprimento do DNA. 

(a) Calcule o comprimento de uma molecula de DNA da E. 
coli. Compare o comprimento da molecula de DNA com as di¬ 
mensoes da celula (ver Problema 2). Como a molecula de DNA 
cabe deutro da celula? 

(b) Assumindo que uma proteina media na E. coli consiste 
em uma cadeia de 400 aminoacidos, qual e o numero maximo 
de proteinas que podem ser codificadas por uma molecula de 
DNAde^. coli? 

4. A alta taxa do metabolismo bacteriano. As celulas 
bacterianas tern taxa de metabolismo muito mais alta que as 
celulas animals. Sob condigoes ideals, algumas bacterias do- 
bram de tamanho e se dividem a cada 20 minutos, enquanto 
muitas celulas animals sob condigoes de crescimento rapido 
requerem 24 horas. A alta taxa do metabolismo bacteriano re- 
quer uma elevada relagao area de superficie-volume celular. 

(a) Por que a relagao superficie-volume afeta a taxa maxi¬ 
ma do metabolismo? 

(b) Calcule a relagao superficie-volume para a bacteria 
Neisseria gonorrhoeae esferica (0,5 jam de diametro), res- 
ponsavel pela doenga gonorreia. Compare-a com a relagao 
superficie-volume da ameba globular, uma grande celula eu¬ 
cariotica (150 jam de diametro). A area da superficie de uma 
esfera e dada por 4 

5. O transporte rapido dos axonios. Os neuronios tern 
uma fina e longa extensao chamada de axonio, estrutura es- 
pecializada em conduzir sinais atraves do sistema nervoso do 
organismo. Alguns axonios podem ter 2 m de comprimento 
- p. ex., os axonios que se originam na medula espinal e ter- 
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minam nos musculos dos dedos dos pes. Pequenas vesiculas 
envoltas por membrana e que carregam materiais essenciais 
para o funcionamento do axonio se movem ao longo de micro- 
tubulos do citoesqueleto desde o corpo celular ate a extremi- 
dade dos axonios. Se a velocidade media de uma vesicula e de 
1 m/s, quanto tempo levara para a vesicula se mover do corpo 
celular que esta localizado na medula espinal ate a ponta axo¬ 
nal nos dedos? 

6. A vitamina C sintetica e tao boa quanto a vitamina 
natural? Uma alegagao manifestada por alguns fornecedo- 
res de alimentos naturals e a de que as vitaminas obtidas 
de fontes naturals sao mais saudaveis do que as obtidas por 
sintese qmmica. Por exemplo, o acido L-ascorbico (vitamina 
C) puro extraido dos frutos da roseira silvestre seria melhor 
do que o acido L-ascorbico puro produzido pela industria 
qmmica. Existe alguma diferenga entre as vitaminas das 
duas fontes? Pode o corpo distinguir a fonte de origem das 
vitaminas? 

7. Identificagao de grupos funcionais. As Figuras 1-16 e 
1-17 mostram alguns grupos funcionais comuns de biomolecu- 
las. Devido ao fato de as propriedades e atividades biologicas 
das biomoleculas serem basicamente determinadas pelos sens 
grupos funcionais, e rmportante poder identifica-las. Em cada 
um dos compostos abaixo, circule e identifique o nome de cada 
grupo funcional. 
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9. Separagao de biomoleculas. No estudo de uma biomo- 
lecula particular (protema, acido nucleico, carboidrato ou lipi- 
deo) no laboratorio, o bioquimico primeiro precisa separa-la 
das outras moleculas da amostra - isto e, precissi purificd-la. 
Tecnicas de purificagao especificas sao descritas mais adiante 
no texto. Entretanto, olhando-se as subunidades monomericas 
de uma biomolecula, tem-se alguma ideia sobre as caracteris- 
ticas da molecula que vao permitir separa-la das outras mole¬ 
culas. Por exemplo, como voce separaria (a) aminoacidos de 
acidos graxos e (b) nucleotideos de glicose? 

10. Vida baseada em silicio? 0 silicio esta no mesmo gru¬ 
po do carbono na tabela periodica e, tal como o carbono, pode 
formar ate quatro ligagoes simples. Muitas historias de ficgao 
cientifica tern se baseado na premissa da vida baseada em sili¬ 
cio. Sera que isso e possivel? Quais caracteristicas do silicio o 
tornam menos adaptado que o carbono como elemento central 
de organizagao da vida? Para responder, considere o que voce 
aprendeu sobre a versatilidade de ligagao do carbono, e con- 
suite um livro-texto introdutorio de quimica inorganica sobre 
propriedades de ligagao do silicio. 

^ 11. A agao dos farmacos e a forma das moleculas. 

__ Ha alguns anos, duas companhias farmaceuticas introdu- 

ziram no mercado um farmaco sob os nomes comerciais Dexe- 
drina e Benzedrina. A estrutura do farmaco e mostrada abaixo. 


H 



NH, 

As propriedades fisicas (analise de C, H e N, ponto de fu- 
sao, solubilidade, etc.) da Dexedrine e de Benzedrine eram 
identicas. A dose oral recomendada de Dexedrine (que ainda 
esta disponivel) era de 5 mg/dia, mas a dose recomendada de 
Benzedrine (nao mais disponivel) era duas vezes esse valor. 
Aparentemente, havia uma necessidade bem maior de Benze¬ 
drina do que de Dexedrina para produzir a mesma resposta 
fisiologica. Explique essa aparente contradigao. 

12. Componentes de biomoleculas complexas. A Fi- 

gura 1-10 mostra os principais componentes de biomoleculas 
complexas. Para cada uma das tres importantes biomoleculas 
a seguir (mostradas na sua forma ionizada em pH fisiologico), 
identifique os constituintes. 

(a) Trifosfato de guanosina (GTP), nucleotideo rico em 
energia que serve como precursor do RNA: 


1 8. Atividade de farmacos e estereoquimica. As di- 

■ ^ ferengas quantitativas na atividade biologica entre dois 
enantiomeros de um composto algumas vezes sao enormes. 
Por exemplo, o isomero D do farmaco isoproterenol, usado no 
tratamento de asma leve, e de 50 a 80 vezes mais efetivo como 
broncodilatador do que o l isomero. Identifique o centre quiral 
no isoproterenol. Por que os dois enantiomeros tern bioativida- 
des tao radicalmente diferentes? 
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(b) Encefalina-metionina, o opio do cerebro: 
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(c) Fosfatidilcolina, componente de muitas membranas: 
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13. Determina^ao da estrutura de uma biomolecula. 

Uma substancia desconhecida, X, foi isolada de musculo de co- 
elho. Sua estrutura foi determinada a partir das seguintes ob- 
servagoes e experimentos. A analise qualitativa mostrou que X 
era inteiramente composta por C, H e 0. Uma amostra de X foi 
pesada e oxidada completamente, e H 2 O e CO 2 produzidos fo- 
ram medidos; esta analise quantitativa revelou que X continha 
40,00% de C, 6,71% de H e 53,29% de 0 em peso. A massa mole¬ 
cular de X, determinada por espectrometria de massa, foi 90,00 
u (unidades de massa atomica; ver Quadro 1-1). Espectroscopia 
infravermelha mostrou que X continha uma dupla ligagao. X dis- 
solveu prontamente em agua produzindo uma solugao acida, que 
demonstrou atividade optica quando testada no polarimetro. 

(a) Determine a formula empirica e molecular de X. 

(b) Desenhe as possiveis estruturas de X que se ajustam 
a formula molecular e contem uma ligagao dupla. Considere 
somente estruturas lineares e ramificadas e despreze estrutu¬ 
ras ciclicas. Observe que o oxigenio faz ligagoes muito pobres 
consigo mesmo. 

(c) Qual e o significado estrutural da atividade optica ob- 
servada? Quais estruturas em (b) sao consistentes com a ob- 
servagao? 

(d) Qual e o significado estrutural da observagao de que a 
solugao de X era acida? Quais estruturas em (b) sao consisten¬ 
tes com a observagao? 

(e) Qual e a estrutura de X? Mais de uma estrutura e con- 
sistente com todos os dados? 

14. Nomenclatura de estereoisomeros com um carbono 
quiral usando o sistema RS. Propranolol e um composto 
quiral. (i?)-Propranolol e usado como contraceptivo; (A)-pro¬ 
pranolol e usado no tratamento da hipertensao. Identifique o 
carbono quiral na estrutura abaixo. Esse e o isomero {R) ou 
(*S)? Desenhe o outro isomero. 



15. Nomenclatura de estereoisomeros com dois car- 
bonos quirais usando o sistema RS. 0 isomero {R,R) do 
metilfenidato (Ritalina) e usado para tratar o transtorno de 
deficit de atengao/hiperatividade (TDAH). 0 isomero (S,S') e 
um antidepressivo. Identifique os dois carbonos quirais na es¬ 
trutura abaixo. Este e o isomero {R,R) ou Desenhe o 

outro isomero. 



Problemas de analise de dados 

16. Interagao de moleculas de sabor doce com recep- 
tores para sabor. Muitos compostos tern gosto doce para 
humanos. 0 gosto doce resulta quando uma molecula se liga 
ao receptor doce, um tipo de receptor de sabor, na superficie 
de certas celulas da lingua. Quanto mais forte a ligagao, menor 
a concentragao requerida para saturar o receptor e mais doce 
sera o gosto da uma substancia em uma dada concentragao. 
A energia livre padrao, AG°, da reagao de ligagao entre uma 
molecula doce e um receptor para sabor doce pode ser medida 
em quilojoules ou quilocalorias por mol. 

0 gosto doce pode ser quantificado em unidades de “dogu- 
ra molar relativa” (DMR), uma medida que compara a dogura 
de uma substancia com a dogura da sacarose. Por exemplo, a 
sacarina tern uma DMR de 161; isso significa que a sacarina e 
161 vezes mais doce que a sacarose. Em termos praticos, isso e 
medido pedindo-se a voluntarios humanos para comparar a do¬ 
gura de solugoes contendo diferentes concentragoes de cada 
composto. Os gostos da sacarose e da sacarina sao iguahnente 
doces quando a sacarose esta na concentragao 161 vezes maior 
do que a da sacarina. 

(a) Qual e a relagao entre DMR e AG° da reagao de ligagao? 
Especificamente, um AG° mais negativo corresponde a uma 
DMR maior ou menor? Explique seu raciocinio. 

A seguir e mostrada a estrutura de 10 compostos, todos de 
sabor doce para humanos. A DMR e o AG° de ligagao ao recep¬ 
tor para doce sao dados para cada substancia. 
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OH 



O 
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8,5 kcal/mol 


O 

Sacarina 
DMR =161 
AG° = -9,7 kcal/mol 



Aspartame 
DMR = 172 
AG° = -9,7 kcal/mol 


OH 



OH 


6-Cloro-D-triptofano 
DMR = 906 
AG°= -10,7 kcal/mol 




OH 


AG =—11,1 kcal/mol 



OH 


DMR = 11.057 
AG° = —12,1 kcal/mol 


Br OH 



Tetrabromossacarose 
DMR = 13.012 
AG° = -12,2 kcal/mol 



HO 


Acido sucronico 
DMR = 200.000 
AG° = -13,8 kcal/mol 


Morini, Bassoli e Temussi (2005) utilizaram metodos com- 
putacionais (frequentemente referidos como metodos “m 
silico"') para modelar a ligagao de moleculas doces a recepto- 
res para doce. 

(b) For que e util ter um modelo de computador para pre- 
dizer a dogura de moleculas, em vez de ensaios de sabor usan- 
do-se humanos e animals? 

Em um trabalho anterior, Schallenberger e Acree (1967) 
sugeriram que todas as moleculas doces incluem o grupo estru- 
tural “AH-B”, no qual “A e B sao atomos eletronegativos sepa- 
rados por uma distancia maior que 2,5 A [0,25 nm], mas menor 
que 4 A [0,4 nm]. H e um atomo de hidrogenio ligado a um dos 
atomos eletronegativos por uma ligagao covalente.” 

(c) Dado que o comprimento de uma ligagao simples “tipi- 
ca” e de cerca de 0,15 nm, identifique o(s) grupo(s) AH-B em 
cada molecula mostrada a esquerda. 

(d) Com base em sens resultados de (c), de duas objegoes 
a afirmagao de que “moleculas contendo uma estrutura AH-B 
terao gosto doce”. 

(e) Para duas das moleculas mostradas aqui, o modelo 
AH-B pode ser usado para explicar a diferenga de valores de 
DMR e AG°. Quais sao essas duas moleculas e como voce as 
usaria para defender o modelo AH-B? 

(f) Muitas das moleculas tern estruturas parecidas, mas va¬ 
lores de DMR e AG° muito diferentes. De dois exemplos, e use- 
-os para argumentar que o modelo AH-B e incapaz de explicar 
as diferengas observadas na dogura. 

Em sens estudos de modelos computacionais, Morini e 
colaboradores usaram a estrutura tridimensional do receptor 
doce e um programa de modelagem de dintoica molecular 
chamado de GRAMM para predizer o AG° da ligagao de mo¬ 
leculas doces ao receptor de doce. Primeiro, eles “treinaram” 
seu modelo - isto e, aprimoraram os partoetros de modo que 
os valores de AG° preditos pelo modelo se ajustavam ao valor 
conhecido de AG° para um conjunto de moleculas doces (“con- 
junto de treino”). Em seguida, “testaram” o modelo indagando 
a predigao dos valores de AG° para um novo conjunto de mole¬ 
culas (“conjunto de teste”). 

(g) Por que Morini e colaboradores tiveram que testar seu 
modelo com um conjunto de moleculas diferentes do conjunto 
de moleculas usadas para treinar o modelo? 

(h) Os pesquisadores constataram que os valores de AG° 
previstos para o conjunto de teste diferiram dos valores corre- 
tos, na media, em 1,3 kcaPmol. Usando os valores dados para 
as estruturas moleculares apresentadas, estime o erro resul- 
tante nos valores de DMR. 
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A bioqmmica nao e nada menos que a “quimica da vida” 
e, sim, a vida pode ser investigada, analisada e com- 
preendida. Para iniciar, todo estudante de bioqmmica 
precisa tanto de uma linguagem quanto de alguns funda- 
mentos; isso e fornecido na Parte L 

Os capitulos da Parte I sao dedicados a estrutura e a 
fungao das principals classes de constituintes celulares: 
agua (Capitulo 2), aminoacidos e protemas (Capitulos 3 a 
6), agucares e polissacarideos (Capitulo 7), nucleotideos e 
acidos nucleicos (Capitulo 8), acidos graxos e lipideos (Ca¬ 
pitulo 10) e, finalmente, membranas e proteinas sinalizado- 
ras de membrana (Capitulos 11 e 12). Tambem e discutida, 
no contexto de estrutura e fungao, a tecnologia utilizada 
para estudar cada tipo de biomolecula. Um capitulo inteiro 
(Capitulo 9) e dedicado as biotecnologias associadas com a 
clonagem e a genomica. 

0 Capitulo 2 aborda a agua porque suas propriedades 
afetam a estrutura e a fungao de todos os outros constituin¬ 
tes celulares. Para cada classe de moleculas organicas, pri- 
meiro sera considerada a quimica covalente das unidades 
monomericas (aminoacidos, monossacarideos, nucleoti¬ 
deos e acidos graxos) e entao, descrita a estrutura das ma- 
cromoleculas e dos complexes supramoleculares derivados 
dessas. Um tema relevante e que as macromoleculas poli- 
mericas em sistemas vivos, embora grandes, sao entidades 
quimicas altamente ordenadas com sequencias especificas 
de subunidades monomericas que Ihes conferem estruturas 
distintas e funcionais. Esse tema fundamental pode ser sub- 
dividido em tres principles inter-relacionados: 1) a estru- 
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tura unica de cada macromolecula determina sua fungao; 

2) as interagoes nao covalentes exercem o papel essencial 
na estrutura e, per isso, na fungao das macromoleculas; e 

3) as subunidades monomericas em macromoleculas poli- 
mericas ocorrem em sequencias especificas, representando 
uma forma de informagao da qual o estado ordenado vivo 
depende. 

A relagao entre a estrutura e a fungao e especialmen- 
te evidente em proteinas que exibem uma extraordinaria 
diversidade de fungoes. Uma determinada sequencia poli- 
merica de aminoacidos produz uma estrutura fibrosa forte, 
encontrada no cabelo e na la; outra produz uma proteina 
que transporta oxigenio no sangue; uma terceira liga ou- 
tras proteinas e catalisa a clivagem das ligagoes entre sens 
aminoacidos. Similarmente, as fungoes especiais de polis¬ 
sacarideos, de acidos nucleicos e de lipideos podem ser 
compreendidas como o resultado direto da sua estrutura 
quimica, com suas subunidades monomericas caracteristi- 
cas ligadas precisamente para formar polimeros funcionais. 
Agucares ligados entre si se tornam depositos de energia, 
de fibras estruturais e de pontos para reconhecimentos mo- 
leculares especificos; nucleotideos enfileirados ao longo do 
DNA ou do RNA fornecem as informagoes para um orga- 
nismo inteiro; e lipideos agregados formam membranas. 0 
Capitulo 12 unifica a discussao da fungao das biomoleculas, 
descrevendo como os sistemas sinalizadores especificos re- 
gulam as atividades das biomoleculas - dentro de uma ce- 
lula, dentro de um orgao e entre orgaos - para manter um 
organismo em homeostasia. 
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A medida que se passa das unidades monomericas para 
os polimeros sempre maiores, o foco qmmico muda de li- 
gagoes covalentes para interagoes nao covalentes. As liga- 
goes covalentes em nivel monomerico e macromolecular 
impoem restrigoes ao formato assumido pelas biomoleculas 
grandes. Sao as numerosas interagoes nao covalentes, con- 
tudo, que ditam a conformagao nativa estavel das moleculas 
grandes, ao mesmo tempo em que permitem a flexibilidade 
necessaria para a sua fungao biologica. Como sera visto, in¬ 
teragoes nao covalentes sao essenciais ao poder catalitico 
das enzimas, a critica interagao entre bases complemen- 
tares nos acidos nucleicos e ao arranjo e propriedades de 
lipideos e membranas. 0 principio de que sequencias de 
subunidades monomericas sao ricas em informagao fica 
mais evidente na discussao dos acidos nucleicos (Capitulo 
8). No entanto, as proteinas e alguns polimeros curtos de 


agucares (oligossacarideos) sao tambem moleculas ricas 
em informagao. A sequencia de aminoacidos e uma forma 
de informagao que determina o enovelamento da proteina 
na sua estrutura tridimensional unica, que determina a sua 
fungao. Alguns oligossacarideos tambem tern sequencias 
unicas e estruturas tridimensionais, que sao reconhecidas 
por outras macromoleculas. 

Cada classe de moleculas tern uma hierarquia estrutural 
similar: subunidades de estrutura fixa sao conectadas por 
ligagoes de flexibilidade limitada, para formar macromole¬ 
culas com estrutura tridimensional determinada por intera¬ 
goes nao covalentes. Essas macromoleculas interagem para 
formar as estruturas supramoleculares e as organelas, que 
permitem a celula desempenhar suas varias fungoes me- 
tabolicas. Juntas, as moleculas descritas na Parte I sao o 
material da vida. 


Agua 


2.1 Intera^es fracas em sistemas aquosos 47 

2.2 lonizagao da agua e de kidos e bases fracas 58 

2.3 Tamponamento contra mudan^as no pH em sistemas 
biologicos 63 

2.4 Agua como reagente 69 

2.5 Ajuste do meio aquoso em organismos vivos 69 

A agua e a substancia mais abundante nos sistemas vi¬ 
vos, constituindo mais de 70% do peso da maioria dos 
organismos. 0 primeiro organismo vivo na Terra sem 
duvida nasceu em ambiente aquoso, e o curso da evolugao 
tern sido moldado pelas propriedades do meio aquoso no 
qual a vida comegou. 

Este capitulo inicia com descrigoes das propriedades 
fisicas e quimicas da agua, as quais sao adaptados todos 
os aspectos da estrutura e da fungao da celula. As forgas 
de atragao entre as moleculas da agua e a menor tenden- 
cia da agua em ionizar sao de crucial importancia para a 
estrutura e a fungao das biomoleculas. Sera revisado o to- 
pico da ionizagao em termos das constantes de equilibrio, 
pH e curvas de titulagao, sendo considerado como as so- 
lugoes aquosas de acidos fracos ou bases fracas e sens sals 
agem contra as mudangas de pH em sistemas biologicos. A 
molecula de agua e sens produtos de ionizagao, H^ e OH”, 
influenciam profundamente a estrutura, a organizagao e as 
propriedades de todos os componentes celulares, incluindo 
proteinas, acidos nucleicos e lipideos. As interagoes nao co- 
valentes responsaveis pela resistencia e especificidade do 
reconhecimento entre as biomoleculas sao decisivamente 
influenciadas pelas propriedades da agua como solvente, 
incluindo sua capacidade de formar ligagoes de hidrogenio 
com ela mesma e com solutos. 

2.1 Interagoes fracas em sistemas aquosos 

As ligagoes de hidrogenio entre moleculas de agua forne- 
cem as forgas coesivas que fazem da agua um liquido a tem- 
peratura ambiente e um solido cristalino (gelo) com arranjo 
altamente ordenado de moleculas em temperaturas Mas. 
As biomoleculas polares se dissolvem facilmente em agua 
porque elas podem substituir interagoes entre as molecu¬ 
las de agua (dgua-agua) por interagoes energeticamente 


mais favoraveis entre a agua e o soluto (agua-soluto). Em 
contrapartida, as biomoleculas apolares sao muito pouco 
soluveis em agua porque elas interferem nas interagoes do 
tipo agua-agua, mas sao incapazes de formar interagoes do 
tipo agua-soluto. Em solugoes aquosas, moleculas apolares 
tendem a formar agregados. Ligagoes de hidrogenio e in¬ 
teragoes ionicas, hidrofobicas (do grego, “medo de agua”) 
e de van der Waals sao individualmente fracas, mas cole- 
tivamente tern influencia significativa nas estruturas tridi- 
mensionais de proteinas, acidos nucleicos, polissacarideos 
e lipideos de membranas. 

As ligates de hidrogenio sao responsaveis pelas 
propriedades incomuns da agua 

A agua tern ponto de fusao, ebuligao e calor de vaporizagao 
mais alto que os outros solventes comuns (Tabela 2-1). Es- 
sas propriedades incomuns sao uma consequencia da atra¬ 
gao entre as moleculas de agua adjacentes que oferecem a 
agua liquida grande coesao interna. A visualizagao da estru¬ 
tura eletronica da molecula de HgO revela a origem dessas 
atragoes intermoleculares. 

Cada atomo de hidrogenio de uma molecula de agua 
compartilha um par de eletrons com o atomo central do oxi- 
genio. A geometria da molecula e ditada pela forma dos or¬ 
bitals eletronicos mais externos do atomo de oxigenio, que 
sao similares aos orbitals ligantes sp^ do carbono (ver Figu- 
ra 1-15). Esses orbitals descrevem um formato aproximado 
de tetraedro, com um atomo de hidrogenio em cada um de 
dois vertices e pares de eletrons nao compartilhados nos 
outros dois (Figura 2-la). 0 angulo de ligagao H—0—H 
e de 104,5°, levemente menor que o angulo 109,5° de um 
tetraedro perfeito, devido ao agrupamento dos orbitals nao 
ligantes do atomo de oxigenio. 

0 nucleo do atomo de oxigenio atrai eletrons mais for- 
temente que o nucleo de hidrogenio (um proton); ou seja, 
o oxigenio e mais eletronegativo. Isso significa que os ele¬ 
trons compartilhados estao mais frequentemente nas vi- 
zinhangas do atomo de oxigenio que os de hidrogenio. 0 
resultado desse compartilhamento desigual de eletrons e a 
formagao de dois dipolos eletricos na molecula de agua, um 
ao longo de cada ligagao 0—H; cada hidrogenio carrega car- 
ga parcial positiva (5+) e o oxigenio carrega carga parcial 
negativa igual em magnitude a soma das duas cargas par- 
ciais positivas (26-). Como resultado, existe uma atragao 
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TABELA2-1 


Ponto de fusao, ponto de ebuli^ao e calor de vaporiza^ao de alguns solventes comuns 


Ponto de fusao {°Q Ponto de ebuli^ao {°Q 


Agua 

0 

100 

Metanol (CH 3 OH) 

-98 

65 

Etanol (CH 3 CH 2 OH) 

-117 

78 

Propanol (CH 3 CH 2 CH 2 OC) 

-127 

97 

Butanol (CH 3 (CH 2 ) 2 CH 20 C) 

-90 

117 

Acetona (CH 3 COCH 3 ) 

-95 

56 

Hexano (CH 3 (CH 2 ) 4 CH 3 ) 

-98 

69 

Benzeno (CgHg) 

6 

80 

Butano (CH 3 (CH 2 ) 2 CH 3 ) 

-135 

-0,5 

Cloroformio (CHCL 3 ) 

-63 

61 


Calor de vaporiza^ao (J/g)^ 

2.260 

1.100 

854 

687 

590 

523 

423 

394 

381 

247 


*A energia na forma de calor necessaria para levar 1,0 g de um liquido no sen ponto de ebuligao e na pressao atmosferica ate sen estado gasoso na mesma temperatura. 
Essa e uma medida direta da energia necessaria para superar as forgas de atragao entre as moleculas na fase liquida. 


eletrostatica entre o atomo de oxigenio de uma molecula 
de agua e o hidrogenio de outra (Figura 2-lb), chamada de 
liga^ao de hidrogenio. Ao longo deste livro, as ligagoes 
de hidrogenio serao representadas com tres linhas paralelas 
azuis, como na Figura 2-lb. 

Ligagoes de hidrogenio sao relativamente fracas. Aque- 
las em agua liquida tern energia de dissociagao de li- 
gagao (a energia requerida para quebrar uma ligagao) de 
cerca de 23 kJ/mol, comparada com 470 kJ/mol para uma li¬ 
gagao covalente 0—H em agua ou 348 kJ/mol para uma liga¬ 
gao covalente C—C. A ligagao de hidrogenio e cerca de 10% 
covalente, devido as sobreposigoes nos orbitais de ligagao, 
e cerca de 90% eletrostatica. Em temperatura ambiente, a 


8 + 


8 - 



: 8 - 


8 + 


(a) 



FIGURA 2-1 Estrutura da molecula de agua. (a) A natureza dipolar da 
molecula de agua e mostrada em modelo de esfera e bastao; as linhas tra- 
cejadas representam os orbitais nao ligantes. Existe um arranjo aproximada- 
mente tetraedrico dos pares de eletrons mais externos da camada ao redor 
do atomo de oxigenio; os dois atomos de hidrogenio tern cargas parciais 
positivas localizadas (6+) e o atomo de oxigenio tern carga parcial negativa 
(S-). (b) Duas moleculas de Hp unidas por ligagao de hidrogenio (repre- 
sentada aqui e ao longo deste livro por tres linhas azuis) entre o atomo de 
oxigenio da molecula mais acima e um atomo de hidrogenio da molecula 
mais abaixo. As ligagoes de hidrogenio sao mais longas e mais fracas que as 
ligagoes covalentes 0—H. 


energia termica de uma solugao aquosa (a energia cineti- 
ca do movimento de atomos individuais e moleculas) e da 
mesma ordem de magnitude que a requerida para quebrar 
ligagoes de hidrogenio. Quando a agua e aquecida, o aumen- 
to da temperatura se reflete no aumento da velocidade indi¬ 
vidual das moleculas de agua. Em qualquer dado momento, 
a maioria das moleculas na agua liquida e ligada por hidro- 
genios, mas o tempo de vida de cada ligagao de hidrogenio 
e somente de 1 a 20 picossegundos (1 ps = 10”^^ s); quando 
uma ligagao de hidrogenio quebra, outra ligagao de hidro¬ 
genio se forma, em 0,1 ps, com a mesma molecula ou com 
outra. A expiessao flickering clusters, agrupamentos osci- 
lantes, tern sido aplicada aos grupos de moleculas de agua 
de vida curta interligadas por ligagoes de hidrogenio na agua 
liquida. A soma de todas as ligagoes de hidrogenio entre as 
moleculas de agua confere a agua liquida uma grande coesao 
interna. Redes estendidas de moleculas de agua unidas por 
ligagoes de hidrogenio tambem formam pontes entre solutos 
(proteinas e acidos nucleicos) que permitem que as molecu¬ 
las maiores interajam umas com as outras por distancias de 
varies nanometres sem se tocarem fisicamente. 

0 arranjo aproximadamente tetraedrico dos orbitais 
ao redor do atomo de oxigenio (Figura 2-la) permite que 
cada molecula de agua forme ligagoes de hidrogenio com 
ate quatro moleculas de agua vizinhas. Na agua liquida, em 
temperatura ambiente e pressao atmosferica, entretanto, as 
moleculas de agua estao desorganizadas e em movimento 
continuo, assim cada molecula forma ligagao de hidroge¬ 
nio com somente 3,4 outras moleculas, em media. No gelo, 
por outro lado, cada molecula de agua esta fixa no espago e 
forma ligagoes de hidrogenio com quatro outras moleculas, 
formando uma estrutura de rede regular (Figura 2-2). As 
ligagoes de hidrogenio sao responsaveis pelo ponto de fusao 
relativamente alto da agua, pois muita energia termica e ne¬ 
cessaria para quebrar uma proporgao suficiente de ligagoes 
de hidrogenio de forma a desestabilizar a rede cristalina do 
gelo (Tabela 2-1). Quando o gelo funde ou a agua evapora, 
o calor e retirado do sistema: 

H 2 O (solido) ^ HgO (liquido) AH = +5,9kJ/mol 

H 2 O (liquido) ^ H 2 O (gasoso) AH = +44,0kJ/mol 
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FIGURA 2-2 Ligates de hidrogenio no gelo. No gelo, cada molecula 
de agua forma quatro ligaqoes de hidrogenio, o maximo possivel para uma 
molecula de agua, criando uma estrutura de rede regular. Por outro lado, na 
agua liquida em temperatura ambiente e pressao atmosferica, cada molecu¬ 
la de agua faz uma media de 3,4 ligaqoes de hidrogenio com outras molecu- 
las. Essa rede cristalina regular faz o gelo ser menos denso que a agua liquida; 
portanto, o gelo flutua na agua liquida. 


Durante a fusao ou a evaporagao, a entropia do sistema 
aquoso aumenta, a medida que as disposigoes mais orde- 
nadas das moleculas de agua em forma de gelo passam a 
assumir disposigoes menos ordenadas no estado liquido ou 
completamente desordenadas no estado gasoso. Em tem¬ 
peratura ambiente, tanto a fusao do gelo quanto a evapo- 
ragao da agua ocorre espontaneamente; a tendencia das 
moleculas de agua a associarem-se por meio das ligagoes de 
hidrogenio e compensada pela tendencia energetica para a 
desordem. Lembre-se de que a energia livre (AG) deve ter 
um valor negativo para que um processo ocorra esponta¬ 
neamente: AG= AH - T AS, onde AG representa a forga 
motriz, AH a variagao de entalpia de formagao e quebra de 
ligagoes, e AG a variagao no nivel de desordem. Como o AH 
e positivo para a fusao e a evaporagao, fica evidente que e o 
aumento na entropia (^AS') que torna o AG negativo, sendo 
responsavel pela mudanga de estado. 

A agua forma ligates de hidrogenio com 
solutos polares 

As ligagoes de hidrogenio nao sao exclusivas para a mole¬ 
cula de agua. Elas se formam prontamente entre um ato- 
mo eletronegativo (aceptor de hidrogenio, geralmente 
oxigenio ou nitrogenio) e um atomo de hidrogenio ligado 
covalentemente a outro atomo eletronegativo (doador de 
hidrogenio) na mesma molecula ou em outra (Figura 2-3). 
Atomos de hidrogenio covalentemente ligados a atomos de 
carbono nao participam de ligagoes de hidrogenio, porque 
o atomo de carbono e somente um pouco mais eletrone- 


FIGURA 2-3 Ligagoes de hidrogenio comuns em sistemas biologicos. 

0 aceptor de hidrogenio geralmente e o oxigenio ou o nitrogenio; o doador 
de hidrogenio e outro atomo eletronegativo. 


gativo que o hidrogenio e, portanto, a ligagao C—H e ape- 
nas levemente polar. A distingao explica por que o butanol 
(CH 3 (CH 2 ) 2 CH 20 H) tern ponto de ebuligao relativamente 
alto (117°C), enquanto o butano (CH 3 (CH 2 ) 2 CH 3 ) tern pon¬ 
to de ebuligao de apenas -0,5°C. 0 butanol tern um grupo 
polar hidroxila e, portanto, pode formar ligagoes de hidro¬ 
genio intermoleculares. Biomoleculas polares nao carrega- 
das como os agucares dissolvem rapidamente em agua de- 
vido ao efeito estabilizador das ligagoes de hidrogenio entre 
os grupos hidroxila ou o oxigenio da carbonila do agucar 
com as moleculas polares da agua. Alcoois, aldeidos, ceto- 
nas e compostos contendo ligagoes N—H formam ligagoes 
de hidrogenio com moleculas de agua (Figura 2-4) e ten- 
dem a ser soluveis em agua. 
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FIGURA 2-4 Algumas ligagoes de hidrogenio de importancia biologica. 
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FIGURA2-5 Orienta^ao das liga^des de hidrogenio. A atragao entre as 
cargas eletricas parciais (ver Figura 2-1) e maxima quando os tres atomos en- 
volvidos na ligaqao (nesse caso, 0, H e 0) estao dispostos em linha reta. Quan¬ 
do as partes ligadas por hidrogenio estao estruturalmente restritas (p. ex., 
quando constituem parte de uma molecula de proteina isolada), a geometria 
ideal talvez nao seja possivel e a ligaqao de hidrogenio resultante e mais fraca. 


As ligagoes de hidrogenio sao mais fortes quando as mo- 
leculas ligadas estao orientadas de forma a maximizar as 
interagoes eletrostaticas, o que ocorre quando o atomo de 
hidrogenio e os dois atomos que o compartilham estao em 
linha reta - isto e, quando o atomo aceptor esta alinhado 
com a ligagao covalente entre o atomo doador e o hidrogenio 
(Figura 2-5). Esse arranjo dispoe as cargas positivas do ion 
hidrogenio diretamente entre as duas cargas parciais negati- 
vas. As ligagoes de hidrogenio sao, portanto, altamente dire- 
cionais e capazes de manter duas moleculas on grupos uni- 
dos por ligagoes de hidrogenio em um arranjo de geometria 
especifica. Como sera visto posteriormente, essa proprieda- 
de das ligagoes de hidrogenio confere estruturas tridimensio- 
nais muito precisas a moleculas proteicas e acidos nucleicos, 
que tern muitas ligagoes de hidrogenio intramoleculares. 

A agua interage eletrostaticamente com solutos carregados 

A agua e um solvente polar. Ela dissolve prontamente a 
maioria das biomoleculas, que em geral sao compostos 
carregados on polares (Tabela 2-2); compostos que se 


dissolvem facilmente em agua sao hidrofilicos (do grego 
“que ama a agua”). Em contrapartida, solventes apolares, 
como cloroformio e benzeno, sao solventes ruins para bio¬ 
moleculas polares, mas dissolvem prontamente moleculas 
hidrofobicas - moleculas apolares como lipideos e ceras. 

A agua dissolve sais como o NaCl pela hidratagao e es- 
tabilizagao dos ions Na^ e Cl”, enfraquecendo as interagoes 
eletrostaticas entre eles e, portanto, neutralizando a sua 
tendencia de se associar em uma rede cristalina (Figura 
2 - 6 ). A agua tambem dissolve prontamente biomoleculas 
carregadas, incluindo compostos com grupos funcionais 
como grupos carboxilicos ionizados (—COO”), aminas pro- 
tonadas (—NHg"^) e esteres de fosfato on anidridos. A agua 
substitui as ligagoes de hidrogenio soluto-soluto conectan- 
do essas biomoleculas umas com as outras por ligagoes de 
hidrogenio soluto-agua, blindando as interagoes eletrostati¬ 
cas entre as moleculas de soluto. 

A agua e efetiva na blindagem de interagoes eletros¬ 
taticas entre ions dissoMdos devido a sua alta constante 
dieletrica, uma propriedade fisica que reflete o numero de 
dipolos em um solvente. A resistencia, on forga (F^, das 
interagoes ionicas depende da magnitude das cargas (Q), 
da distancia entre os grupos carregados (r) e da constante 
dieletrica que e adimensional) do solvente no qual as 
interagoes ocorrem: 



Para a agua a 25°C, s e 78,5, e para o solvente fortemente 
apolar benzeno, s e 4,6. Portanto, as interagoes ionicas en¬ 
tre os ions dissoMdos sao muito mais fortes em ambiente 
menos polar. A dependencia do e tal que a atragao on 
repulsao ionica opera somente em pequenas distancias - na 
faixa de 10 a 40 nm (dependendo da concentragao do ele- 
trolito) quando o solvente e a agua. 


TABELA 2-2 


Alguns exemplos de biomoleculas polares, apolares e anfipaticas (mostradas nas suas formas ionizadas em pH 7) 


Polar 

Glicose 


Glicina 

Aspartato 

Lactato 


Glicerol 



+NH 3 —CH 2 —COO- 
+NH3 

-00c— CH 2 —CH—COO- 


CH 3 —CH—COO- 


OH 


OH 

I 

HOCH 2 —CH—CH 2 OH 


Apolar 

Cera comum 


O 


CH 3 (CH 2 ) 7 -CH=CH-(CH 2 ) 6 -CH 2 -C 

o 

I 

CH 3 (CH 2 ) 7 —CH=CH— (CH 2 ) 7 —CH 2 


Anfipatica 

Fenilalamina 



+NH, 

I 


CHo—CH —COO- 


Fosfatidilcolina q 

II 

CH3(CH2)i5CH2-C-0-CH2 

CH3(CH2)i5CH2-C-0-CH O +N(CH3)3 

O CH 2 —O—P—O—CH 2 —CH 2 

O- 


Grupos polares 


Grupos apolares 
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FIGURA 2-6 A agua como solvente. A agua dissol¬ 
ve muitos sais cristalinos pela hidratagao de seus ions. A 
rede cristalina do NaCI e desfeita quando as moleculas de 
agua se aglomeram ao redor dos ions Cl" e Na^. As car- 
gas ionicas sao parcialmente neutralizadas, e as atragoes 
eletrostaticas necessarias para a formagao da rede sao 
enfraquecidas. 


A entropia aumenta quando uma substancia cristalina 
se dissolve 

Logo que um sal como o NaCl se dissolve, os Ions Na"^ e CL 
abandonam a rede cristalina e adquirem uma liberdade mui- 
to maior de movimento (Figura 2-6). 0 aumento resultante 
na entropia do sistema (gran de desordem) e em grande par¬ 
te responsavel pela facilidade da dissolugao dos sais como 
NaCl em agua. Em termos termodinamicos, a formagao de 
uma solugao ocorre com uma variagao favoravel de energia 
livre: AG = Mi - T AG, onde o AH tern baixo valor positivo e 
oT-S tern alto valor positivo; assim, o AG e negativo. 

Gases apolares sao fracamente soluveis em agua 

As moleculas de gases biologicamente importantes como 
COg, Og e Ng sao apolares. No caso de Og e Ng, os eletrons 
sao compartilhados igualmente por ambos os atomos da li- 
gagao. No COg, cada ligagao C=0 e polar, mas os dois di¬ 
polos estao em diregoes antagonicas e anulam um ao outro 
(Tabela 2-3). A adigao de moleculas da fase gasosa desor- 
denada em uma solugao aquosa restringe o movimento do 
gas e das moleculas de agua e, portanto, representa um 
decrescimo de entropia. A combinagao entre a natureza 


apolar desses gases e o decrescimo de entropia quando eles 
entram na solugao os tornam muito pouco soluveis em agua 
(Tabela 2-3). Alguns organismos tern “proteinas transpor- 
tadoras” soluveis em agua (p. ex., hemoglobina e mioglobi- 
na) que facilitam o transporte de Og. 0 dioxide de carbono 
forma o acido carbonico (HgCOg) em solugao aquosa, que 
e transportado tanto como ion bicarbonate (HCOg), como 
o ion bicarbonate livre soluvel em agua (—100 g/L a 25°C) 
e ligado a hemoglobina. Tres outros gases, NHg, NO e HgS, 
tambem tern papeis biologicos em alguns organismos; esses 
gases sao polares, se dissolvem facilmente em agua e ioni- 
zam em solugao aquosa. 

Compostos apolares for^am mudan^as energeticamente 
desfavoraveis na estrutura da agua 

Quando a agua e misturada com benzene ou hexano, sao 
formadas duas fases; nenhum dos liquidos e soluvel no 
outro. Compostos apolares como benzene e hexano sao 
hidrofobicos - incapazes de fazerem interagoes energeti¬ 
camente favoraveis com moleculas de agua, podendo in- 
terferir com as ligagoes de hidrogenio entre as moleculas 
de agua. Todas as moleculas ou ions em solugao aquosa 


TABELA 2-3 


Solubilidade de alguns gases na agua 


Gas 

Estrutura^ 

Polaridade 

Nitrogenio 

N=N 

Apolar 

Oxigenio 

0=0 

Apolar 

Dioxido de carbono 

8 8 

Apolar 


o 

II 

o 

II 

o 

Antonia 

H H H 

Polar 


N 

.. 8 

Sulfeto de hidrogenio 

H H 

\ / 

Polar 


\ / 

S 

8 - 


Solubilidade 
em agua (g/L)^ 

0,018 (40°C) 

0,035 (SOT) 

0,097 (45T) 

900 (lOT) 

1.860 (40°C) 


*As setas representam os dipolos eletricos; existe uma carga parcial negativa (S") na ponta da seta, e uma 
carga parcial positiva (S"^; nao mostrado aqui) na outra extremidade. 

Tbserve que as moleculas polares dissolvem melhor, mesmo em temperaturas baixas, que as moleculas 
apolares em temperaturas relativamente altas. 
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ao redor das cadeias de grupos alquila hidrofobicas 

(a) 

FIGURA 2-7 Compostos anfipaticos em solu^ao aquosa. (a) Acidos 
graxos de cadeia longa tern cadeias de grupos alquila muito hidrofobicas, 
cada qual envolta por uma camada de moleculas de agua altamente orde- 
nadas. (b) Pela aglomeraqao conjunta em micelas, as moleculas de acidos 
graxos expoem a menor area superficial possivel na agua, e menos molecu¬ 
las de agua serao necessarias na camada de agua ordenada. A energia ga- 
nha pela liberaqao das moleculas de agua ate entao imobilizadas estabiliza 
a micela. 





4 r 




Dispersao de 
Mpideos em H^O 

As moleculas de 
lipideoforgam as 
moleculas de Hp 
circundantes a se 
tornarem altamente 
ordenadas. 



Aglomerados de 
moleculas lipfdicas 

Somenteas 
porgoes lipfdicas 
das extremidades do 
aglomeradoforgam 
o ordenamento das 
moleculas de agua. 
Menos moleculas de 
Hp sao ordenadas, 
e a entropia aumenta, 


interferem com as ligagoes de hidrogenio de algumas mo¬ 
leculas de agua nas suas vizinhangas, mas solutos polares 
ou carregados (como NaCl) compensam as interagoes de 
hidrogenio agua-agua perdidas pela formagao de novas in¬ 
teragoes agua-soluto. A variagao liquida em entalpia (A//) 
para a dissolugao desses solutos geralmente e pequena. 
Solutos hidrofobicos, entretanto, nao oferecem essa com- 
pensagao, e a sua adigao a agua pode resultar em um pe- 
queno ganho de entalpia; a quebra das ligagoes de hidro¬ 
genio entre as moleculas de agua retira energia do sistema 
requerendo a entrada de energia das vizinhangas. Alem da 
entrada de energia necessaria, a dissolugao dos compostos 
hidrofobicos em agua produz um decrescimo mensuravel 
na entropia. As moleculas de agua na vizinhanga imedia- 
ta de um soluto apolar sao restringidas nas suas possiveis 
orientagoes ja que formam um envoltorio altamente orde- 
nado no formato de gaiola ao redor de cada molecula do 
soluto. Essas moleculas de agua nao estao altamente orien- 
tadas como aquelas em clatratos, compostos cristalinos 
de solutos apolares e agua, mas o efeito e o mesmo em am- 
bos os casos: o ordenamento das moleculas de agua reduz 
a entropia. 0 numero de moleculas de agua ordenadas e, 
portanto, a magnitude da redugao da entropia sao propor- 
cionais a area da superficie do soluto hidrofobico retido 
dentro da gaiola de moleculas de agua. A variagao de ener¬ 
gia livre para a dissolugao de um soluto apolar e, portanto, 
desfavoravel: AG = AH - T AS, onde A// tern valor positivo, 
AS tern valor negativo e AG e positivo. 


Compostos anfipaticos contem regioes polares (ou 
carregadas) e regioes apolares (Tabela 2-2). Quando um 
composto anfipatico e misturado com agua, a regiao polar 
hidrofilica interage favoravelmente com a agua e tende a se 
dissolver, mas a regiao apolar hidrofobica tende a evitar con- 
tato com a agua (Figura 2-7a). As regioes apolares das mo¬ 
leculas se aglomeram para apresentar a menor area hidro¬ 
fobica possivel ao solvente aquoso, e as regioes polares sao 
arranjadas de forma a maximizar suas interagoes com o sol¬ 
vente (Figura 2-7b). Essas estruturas estaveis de compostos 
anfipaticos em agua, chamados de micelas, podem center 
centenas ou milhares de moleculas. As forgas que mantem 
as regioes apolares das moleculas unidas sao chamadas de 



Micelas 

Todos os grupos 
hidrofobicos sao 
afastados da agua; 
a superffcie ordenada 
de moleculas de 
H^O e minimizada, 
e a entropia 
aumenta mais. 
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Agua ordenada interagindo 
com substrate e enzima 



Agua desordenada deslocada pela 



Intera^ao enzima-substrato 
estabilizada pelas liga^oes 
de hidrogenio e intera^oes 
ionicas e hidrofobicas 


FIGURA 2-8 A libera^ao de agua ordenada favorece a forma^ao de A ligagao do substrate com a enzima libera algumas dessas aguas ordena- 
um complexo enzima-substrato. A enzima e o substrate, quando separa- das, e o aumento resultante na entropia favorece termodinamicamente a 
dos, forgam as moleculas de agua vizinhas a formar uma camada ordenada. formagao do complexo enzima-substrato (ver p. 198). 


intera^oes hidrofobicas. A forga das interagoes hidrofobi¬ 
cas nao e decorrente de nenhuma atragao intrinseca entre 
as partes apolares. Em parte, e resultado da maior estabili- 
dade termodinamica que o sistema atinge pela minimizagao 
do numero de moleculas de agua requeridas para envolver 
as porgoes hidrofobicas das moleculas de soluto. 

Muitas biomoleculas sao anfipaticas; proteinas, pig- 
mentos, certas vitaminas e os esteroides e fosfolipideos 
de membranas apresentam regioes polares e apolares. As 
estruturas formadas por essas moleculas sao estabilizadas 
por interagoes hidrofobicas entre as regioes apolares. As 
interagoes hidrofobicas entre os lipideos, e entre lipideos 
e proteinas, sao as mais importantes na determinagao da 
estrutura de membranas biologicas. Interagoes hidrofobicas 
entre aminoacidos apolares tambem estabilizam as estrutu¬ 
ras tridimensionais das proteinas. 

As ligagoes de hidrogenio entre a agua e os solutos po¬ 
lares tambem causam um ordenamento das moleculas de 
agua, mas o efeito energetico e menos significative que com 
solutos apolares. A ruptura de moleculas de agua ordena- 
das e parte da forga motriz para a ligagao de um substrate 
polar (reagente) a uma superficie polar complementar de 
uma enzima: a entropia aumenta quando a enzima desloca 
moleculas de agua ordenadas do substrate, e o substrate 
desloca moleculas de agua ordenadas da superficie da enzi¬ 
ma (Figura 2-8). 

As intera^es de van der Waals sao atra^es 
interatomicas fracas 

Quando dels atomos nao carregados sao colocados bem pro- 
ximos um do outre, as suas nuvens eletronicas influenciam 
uma a outra. Variagoes aleatorias nas posigoes dos eletrons 
ao redor do nucleo podem criar um dipolo transitorio eletri- 
co, que induz a formagao de um dipolo transiente de carga 
oposta no atomo mais proximo a ele. Os dois dipolos atraem- 
-se fracamente um ao outro, aproximando os dois nucleos. 


Essas atragoes fracas sao chamadas de interagoes de van 
der Waals (tambem conhecidas como forgas de London). 
A medida que os dois nucleos se aproximam, as nuvens ele¬ 
tronicas comegam a repelir uma a outra. Nesse ponto no 
qual a atragao liquida e maxima, diz-se que o nucleo esta em 
contato de van der Waals. Cada atomo tern um raio de van 
der Waals caracteristico, uma medida do quao proximo um 
atomo permite que outro se aproxime (Tabela 2-4). No case 
dos modelos moleculares de volume atomico mostrados nes¬ 
se livro, os atomos estao representados em tamanhos pro- 
porcionais aos sens raios de van der Waals. 


TABELA 2-4 


Raios de van der Waals e raios covalentes (ligagao simples) 
dealgunselementos 


Elementos 

Raio de van der 

Waals (nm) 

Raio covalente para 
ligates simples (nm) 

H 

0,11 

0,030 

0 

0,15 

0,066 

N 

0,15 

0,070 

C 

0,17 

0,077 

s 

0,18 

0,104 

p 

0,19 

0,110 

I 

0,21 

0,133 


Fontes: Para os raios de van der Waals: Chauvin, R. (1992). Explicit periodic 
trend on van der Waals Radii. J. Phys. Chem. 96, 9194-9197. Para os raios co¬ 
valentes: Pauling, L. (1960). Nature of the Chemical Bond, 3rd edn, Cornell 
University Press, Ithaca NY. 

Nota: Os raios de van der Waals descrevem as dimensoes de volume atomico dos 
atomos. Quando dois atomos estao ligados covalentemente, os raios atdmicos no 
ponto da ligagao sao menores que os raios de van der Waals, porque os atomos 
unidos sao aproximados pelo par de eletrons compartilhados. A distancia entre 
os nucleos em uma interagao de van der Waals on uma ligagao covalente e apro- 
ximadamente igual a soma dos raios de van der Waals on covalentes, respectiva- 
mente, para os dois atomos. Portanto, o comprimento de uma ligagao carbono- 
-carbono simples e de cerca de 0,077 nm -F 0,077 nm = 0,154 nm. 
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Intera^oes fracas sao cruciais para a estrutura e a fun^o 
das macromoleculas 

“A medida que os metodos da qmmica estrutural forem apli- 
cados em problemas fisiologicos, eu acredito, sera descoberto 
que a importancia das ligagoes de hidrogenio para a fisiologia e 
maior do que qualquer outra caracteristica estrutural.” 

—Linus Pauling 
A natureza das ligagoes quimicas, 1939 

As interagoes nao covalentes descritas - ligagoes de hidro¬ 
genio e interagoes ionicas, hidrofobicas e de van der Waals 
(Tabela 2-5) - sao muito mais fracas que as ligagoes cova¬ 
lentes. E necessario o fornecimento de 350 kJ de energia 
para quebrar um mol (6 X 10^^) de ligagoes simples do tipo 
C—C, e cerca de 410 kJ de energia para quebrar um mol 
de ligagoes C—H, mas uma quantidade pequena como 4 
kJ e suficiente para romper um mol de interagoes tipicas 
de van der Waals. As interagoes hidrofobicas sao tambem 
muito mais fracas que as ligagoes covalentes, embora elas 
sejam substancialmente fortalecidas por um solvente alta- 
mente polar (p. ex., solugao salina concentrada). Intera¬ 
goes ionicas e ligagoes de hidrogenio sao variaveis em forga, 
dependendo da polaridade do solvente e do alinhamento 
dos atomos ligados ao hidrogenio, mas sao sempre muito 
mais fracas que as ligagoes covalentes. Em solvente aquoso 
a 25°C, a energia termica disponivel pode ser da mesma or- 
dem de grandeza que a forga dessas interagoes fracas, e as 
interagoes entre as moleculas de soluto e solvente (agua) 
sao quase tao favoraveis quanto as interagoes soluto-soluto. 
Consequentemente, ligagoes de hidrogenio e interagoes io¬ 
nicas, hidrofobicas e de van der Waals estao continuamente 
se formando e quebrando. 


TABELA 2-5 


Os quatro tipos de intera^es nao covalentes ("fracas") 
entre biomoleculas em solvente aquoso 


Ligagoes de hidrogenio 
Entre grupos neutros 

Entre ligagoes peptidicas 


\ 

O— 

\ 

^Oi I IH— 


Interagoes ionicas 
Atragao 

Repulsao 


Interagoes 

hidrofobicas 


Interagoes de 
van der Waals 


—+NH3- -o—C— 



Dois atomos quaisquer bem pro- 
ximos um do outro 


Apesar de esses quatro tipos de interagoes serem in- 
dividualmente fracos em relagao as ligagoes covalentes, o 
efeito cumulativo de muitas interagoes desse tipo pode ser 
muito significativo. Por exemplo, a ligagao nao covalente de 
uma enzima a um substrate pode envolver muitas ligagoes 
de hidrogenio e uma on mais interagoes ionicas, assim como 
interagoes hidrofobicas e de van der Waals. A formagao de 
cada uma dessas ligagoes fracas contribui para um decres- 
cimo liqnido de energia livre do sistema. E possivel calcular 
a estabilidade de uma interagao nao covalente, como a das 
ligagoes de hidrogenio de uma molecula pequena com uma 
macromolecula, a partir da energia de ligagao, a redugao na 
energia do sistema quando a ligagao ocorre. A estabilidade, 
como medida pela constante de eqnilibrio da reagao da liga¬ 
gao (ver a seguir), varia exponencialmente com a energia 
de ligagao. Para desassociar duas biomoleculas (como en¬ 
zima e substrate) que sao associadas de forma nao cova¬ 
lente por meio de multiplas interagoes fracas, todas essas 
interagoes devem ser rompidas ao mesmo tempo. Devido 
ao fato de as interagoes flutuarem aleatoriamente, tais rup- 
turas simultaneas sao bem improvaveis. Portanto, 5 on 20 
interagoes fracas concedem muito maior estabilidade mole¬ 
cular em relagao ao que poderia se esperar intuitivamente a 
partir de uma simples soma de todas as energias de ligagao 
pequenas. 

Macromoleculas como proteinas, DNA e RNA contem 
tantos sitios potenciais para ligagoes de hidrogenio on in¬ 
teragoes ionicas, de van der Waals on hidrofobicas que os 
efeitos cumulativos dessas forgas de ligagao de menor or- 
dem podem ser enormes. Para macromoleculas, a estrutura 
mais estavel (on seja, a nativa) em geral e aquela em que 
as interagoes fracas sao maximizadas. 0 enovelamento de 
um unico polipeptideo on uma cadeia polinucleotidica em 
sua forma tridimensional e determinado por esse principle. 
A ligagao de um antigeno a um anticorpo especifico de- 
pende dos efeitos cumulativos de muitas interagoes fracas. 
Como observado anteriormente, a energia liberada quando 
uma enzima se liga nao covalentemente ao sen substrate e 
a principal fonte do poder catalitico da enzima. A ligagao 
de um hormonio on um neurotransmissor ao sen recep¬ 
tor proteico celular e o resultado de multiplas interagoes 
fracas. Uma consequencia do grande tamanho de enzimas 
e receptores (em relagao aos substrates e ligantes) e que 
suas grandes superficies geram muitas oportunidades para 
a formagao de interagoes fracas. No nivel molecular, a com- 
plementaridade da interagao entre as biomoleculas reflete 
a complementaridade e as forgas de natureza fraca entre 
grupos polares, carregados e hidrofobicos na superficie das 
moleculas. 

Quando a estrutura de uma proteina como a hemoglobi- 
na (Figura 2-9) e determinada por cristalografia (ver Qua- 
dro 4-5), moleculas de agua sao com frequencia encontradas 
tao fortemente ligadas que fazem parte da estrutura do cris- 
tal; 0 mesmo e verdadeiro para a agua em cristais de RNA on 
DNA. Essas moleculas de agua ligadas, que podem tambem 
ser detectadas em solugoes aquosas por ressonancia magne- 
tica nuclear, tern propriedades bem diferentes daquelas das 
moleculas da massa do solvente. Elas nao sao, por exemplo, 
osmoticamente ativas (ver a seguir). Para muitas proteinas, 
a presenga de moleculas de agua fortemente ligadas e essen- 
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(a) (b) 


FIGURA2-9 Liga^ao da agua na hemoglobina. (PDB ID 1A3N) A estru- 
tura cristalina da hemoglobina, mostrada (a) com moleculas de agua ligadas 
(esferas vermelhas) e (b) sem as moleculas de agua. As moleculas de agua 
estao ligadas tao firmemente que afetam o padrao de difraqao de raios X, 
apesar de serem partes fixas do cristal. As duas subunidades a da hemo¬ 
globina estao mostradas em cinza, e as duas subunidades (3 em azul. Cada 
subunidade tern urn grupo heme ligado (estrutura em bastao vermelho), 
visivel somente nas subunidades (3 nesta visualizagao. A estrutura e a fungao 
da hemoglobina sao discutidas em detalhes no Capitulo 5. 


cial para a sua fungao. Na reagao-chave da fotossmtese, por 
exemplo, protons correm atraves de uma membrana biologi- 
ca na medida em que a luz direciona o fluxo de eletrons por 
uma serie de protemas transportadoras de eletrons (ver Fi- 
gura 19-62). Uma dessas protemas, o citocromo/, tern uma 
cadeia de cinco moleculas de agua ligada (Figura 2-10) 
que pode fornecer um caminho para os protons se moverem 
atraves da membrana por um processo chamado de “salto 
de protons” (descrito a seguir). Outra bomba de protons 
movida pela luz, a bacteriorrodopsina, usa uma cadeia de 
moleculas de agua precisamente orientadas no movimento 
de protons atraves da membrana (Figura 19-69b). Molecu¬ 
las de hidrogenio fortemente ligadas tambem podem formar 
uma parte essencial do sitio de ligagao de uma proteina com 
suas moleculas. Na proteina arabinose bacterial-ligante, por 
exemplo, cinco moleculas de agua formam ligagoes de hi¬ 
drogenio que fornecem ligagoes cruzadas criticas entre o 
agucar (arabinose) e os residuos de aminoacido no local de 
ligagao do agucar (Figura 2-11). 

Solutos afetam as propriedades coligativas 
de solutes aquosas 

Solutos de todos os tipos modificam algumas propriedades 
fisicas do solvente, a agua: a pressao de vapor, o ponto de 
ebuligao e de fusao (ponto de congelamento) e a pressao 
osmotica. Sao chamadas de propriedades coligativas 
(“associadas”), porque o efeito de solutos nas quatro pro¬ 
priedades tern o mesmo principio: a concentragao da agua 
e mais baixa nas solugoes do que na agua pura. 0 efeito 
da concentragao do soluto nas propriedades coligativas da 
agua e independente das propriedades quimicas do soluto, 
dependendo somente do numero de particulas de soluto 
(moleculas, ions) para uma dada quantidade de agua. Por 
exemplo, um composto como o NaCl, que se dissocia em so- 
lugao, tern um efeito na pressao osmotica duas vezes maior 
que o numero de moleculas de um soluto nao dissociado 
como a glicose. 



FIGURA 2-10 Cadeias de agua no citocromo f. A agua e ligada em um 
canal de protons da proteina de membrana citocromo f, que e parte da ma- 
quinaria de fixagao de energia da fotossintese em cloroplastos (ver Figura 19- 
61). Cinco moleculas de agua estao unidas por ligagoes de hidrogenio umas 
as outras e aos grupos funcionais da proteina: os atomos da cadeia peptidica 
de residuos de valina, prolina, arginina e alanina, e os grupos laterais de tres 
residuos de asparagina e dois residuos de glutamina. A proteina tern um 
grupo heme ligado (ver Figura 5-1), e o ion ferro desse grupo facilita o fluxo 
de eletrons durante a fotossintese. 0 fluxo de eletrons e acoplado ao movi¬ 
mento dos protons pela membrana, o que provavelmente envolve "saltos 
de protons"(ver Figura 2-14) por essa cadeia de moleculas de agua ligadas. 



FIGURA 2-11 Agua unida por ligagao de hidrogenio como parte do 
sitio de ligagao do agucar a uma proteina. Na proteina ligante i-arabi- 
nose da bacteria E. Co//, cinco moleculas de agua sao componentes essen- 
ciais na rede de ligagoes de hidrogenio entre o agucar arabinose (centro) e 
no minimo 13 residuos de aminoacidos no local de ligagao do agucar. Visto 
em tres dimensoes, esses tres grupos de interagoes constituem duas cama- 
das de semiconexoes; residuos de aminoacidos na primeira camada sao mar- 
cados em vermelho, na segunda camada em verde. Algumas ligagoes de 
hidrogenio sao desenhadas mais longas que outras por clareza; elas nao sao 
mais longas que as outras na realidade. 
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As moleculas de agua tendem a se mover de uma re- 
giao de maior concentragao de agua para uma de menor 
concentragao, de acordo com a tendencia na natureza para 
um sistema se tornar desordenado. Quando duas solugoes 
aquosas sao separadas por uma membrana semipermeavel 
Cque permite a passagem de agua, mas nao de moleculas 
de soluto), a difusao das moleculas de agua da regiao de 
maior concentragao para a regiao de menor concentragao 
de agua produz pressao osmotica (Figura 2-12). Pressao 
osmotica, H, medida como a forga necessaria para resistir 
ao movimento da agua (Figura 2-12c), e aproximada pela 
equagao de van’t Hoff: 

n = icRT 


na qual Rea, constante dos gases e 7" a temperatura abso- 
luta. 0 simbolo i e fator de van’t Hoff, que e a medida de 
quanto de soluto se dissocia em duas on mais especies io- 
nicas. 0 termo ic e a osmolaridade da solugao, o produto 
do fator de van’t Hoff i ea concentragao molar do soluto c. 
Em solugoes diluidas de NaCl, o soluto se dissocia comple- 
tamente em Na^ e Cl”, dobrando o numero de particulas de 
soluto, sendo portanto i= 2. Para todos solutos nao ioni- 
zaveis, i = 1. Para solugoes com varios (in') solutos, H e a 
soma da contribuigao de cada especie. 

11= RT (iif^ + + ... + 40 

Osmose, o movimento da agua atraves de uma mem¬ 
brana semipermeavel ocasionado por diferengas na pressao 
osmotica, e um fator importante na vida de grande parte 
das celulas. As membranas plasmaticas sao mais permea- 
veis a agua que a maioria das outras moleculas pequenas. 


Agua Soluto nao 

pura permeante 



sennipernneavel 


Forga (H) 

que resiste a osmose 



FIGURA 2-12 Osmose e a medida da pressao osmotica. (a) 0 estado 
inicial. 0 tubo contem uma solugao aquosa, o bequer contem agua pura, 
e a membrana semipermeavel permite a passagem de agua, mas nao de 
soluto. A agua flui a partir do bequer para dentro do tubo para equalizar a 
sua concentragao atraves da membrana. (b) 0 estado final. A agua se moveu 
para a solugao do composto nao permeante, diluiu-o e aumentou o nivel 
de agua na coluna dentro do tubo. No equilibrio, a forga da gravidade que 
atua sobre a solugao do tubo equilibra a tendencia da agua de se mover para 
dentro do tubo, onde sua concentragao e menor. (c) A pressao osmotica (11) 
e medida como a forga que deve ser aplicada para que a solugao no tubo 
retorne ao nivel que estava no bequer. Essa forga e proporcional a altura, h, 
da coluna em (b). 


ions e macromoleculas, porque os canals proteicos (aqua- 
porinas; ver Figura 11-45) na membrana seletivamente 
permitem a passagem de agua. Solugoes com osmolaridade 
igual a do citosol de uma celula sao ditas isotonicas em 
relagao aquela celula. Circundada por uma solugao isotoni- 
ca, uma celula nunca ganha on perde agua (Figura 2-13). 
Em solugoes hipertonicas (com maior osmolaridade que 
o citosol), a celula encolhe assim que a agua se transfere 
para fora. Em solugoes hipotonicas (com menor osmolari¬ 
dade que o citosol), a celula incha assim que a agua entra. 
Nos seus ambientes naturals, as celulas geralmente contem 
maior concentragao de biomoleculas e ions que nas suas vi- 
zinhangas, logo a pressao osmotica tende a enviar a agua 
para dentro das celulas. Se nao estiver de alguma forma 
contrabalangada, essa invasao de agua para dentro das ce¬ 
lulas pode distender a membrana plasmatica e no final cau- 
sar o rompimento celular (osmolise). 

Muitos mecanismos estao envoMdos na prevengao des- 
sa catastrofe. Em bacterias e plantas, a membrana plas¬ 
matica e envoMda por uma parede de celula nao expan- 
sivel com rigidez e forga suficientes para resistir a pressao 
osmotica e prevenir a osmolise. Alguns protistas de agua 
doce que vivem em meio altamente hipotonico tern uma 
organela (vacuolo contratil) que bombeia a agua para fora 
da celula. Em animals multicelulares, o plasma sanguineo 
e os fluidos intersticiais (o fluido extracelular dos tecidos) 


Solutos 

extracelulares 



Solutos 

intracelulares 


(a) Celula em solugao 
isotonka; nenhum 
movimento de agua 
resultante. 



(b) Celula em solugao 
hipertdnica; a agua se 
movimenta para fora e a 
celula encolhe. 


(c) Celula em solugao 
hipotdnka; a agua se 
movimenta para dentro, 
criando uma pressao para 
fora, a celula incha, podendo 
no final romper-se. 


FIGURA 2-13 Efeito da osmolaridade extracelular no movimento da 
agua atraves de uma membrana plasmatica. Quando uma celula em 
balango osmotico com o meio circundante - isto e, uma celula em (a) um 
meio isotonico - e transferida para (b) uma solugao hipertdnica ou (c) uma 
solugao hipotdnica, a agua tende a se mover atraves da membrana na dire- 
gao que deve igualar a osmolaridade nos lados externo e interno da celula. 
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sao mantidos em osmolaridade semelhante a do citosol. A 
alta concentragao de albumina e outras protemas no plasma 
sangmneo contribuem para a sua osmolaridade. As celulas 
tambem bombeiam ativamente para fora Na"^ e outros ions 
para o fluido intersticial para que permanega o equilibrio 
osmotico com o meio circundante. 

Como o efeito dos solutos na osmolaridade depende do 
numero de particulas dissolvidas, e nao da sua massa, as 
macromoleculas (proteinas, acidos nucleicos, polissaca- 
rideos) tern efeito muito menor na osmolaridade de uma 
solugao que teria uma massa equivalente dos sens compo- 
nentes monomericos. Por exemplo, um grama de um po- 
lissacarideo composto por 1.000 unidades de glicose tern 
o mesmo efeito na osmolaridade que um miligrama de 
glicose. 0 armazenamento de energia na forma de polissa- 
carideos (amido ou glicogenio) em vez de glicose ou outros 
agucares simples evita um grande aumento na pressao os- 
motica nas celulas de armazenamento. 

As plantas usam a pressao osmotica para atingir a rigi- 
dez mecanica. A alta concentragao de soluto nos vacuolos 
das celulas da planta arrasta agua para dentro das celulas 
(Figura 2-13), mas a parede celular nao e expansivel e pre¬ 
vine o inchamento; em vez disso, a pressao exercida contra 
a parede celular (pressao de turgor) aumenta, enrijecendo 
a celula, o tecido e o corpo da planta. A alface da sua salada 
murcha devido a perda de agua que reduziu a pressao de 
turgor. A osmolise tambem tern consequencias em protoco¬ 
ls de laboratorio. Mitocondrias, cloroplastos e lisossomos, 
por exemplo, estao revestidos por membranas semipermea- 
veis. Ao isolar essas organelas a partir de celulas rompidas, 
os bioquimicos devem fazer os fracionamentos em solugoes 
isotonicas (ver Figura 1-8) para prevenir entrada de agua 
excessiva para dentro das organelas, podendo causar o in¬ 
chamento e, por conseguinte, o rompimento. Tampoes usa- 
dos em fracionamento geralmente contem concentragoes 
suficientes de sacarose ou algum outro soluto inerte para 
proteger as organelas da osmolise. 

PROBLEMA RESOLVIDO 2-1 For^a osmotica de uma organela I 


Suponha que os principais solutos dos lisossomos intactos 
sao KCl (—0,1 m) e NaCl (—0,03 m). Ao isolar os lisosso¬ 
mos, qual concentragao de sacarose e requerida na solugao 
externa em temperatura ambiente (25°C) para prevenir o 
inchamento e a lise das organelas? 

Solugao: E precise encontrar a concentragao de sacarose que 
resulta em uma forga osmotica igual a produzida pelos sais 
KCl e NaCl dentro dos lisossomos. A equagao para calcular 
a forga osmotica (a equagao de van’t Hoff) e: 

^=RT (ijCj + + ... + i^cj 

na quali? e a constante dos gases 8,315 J/mol • K, 7" e a tem¬ 
peratura absoluta (Kelvin), c^, Cg e CgSao as concentragoes 
molares de cada soluto, sao os numeros de par¬ 

ticulas de cada soluto em solugao (i = 2 para KCl e NaCl). 
A pressao osmotica do conteudo do lisossomo e: 

nusossomo ~ RT (^KCl^KCl '^NaCl^NaCl) 

= RT [(2)(0,1 mol/L) + (2)(0,03 mol/L)] 

= RT (0,26 moFL) 


A pressao osmotica de uma solugao de sacarose e dada por: 

^sacarose RT ("^gacarose^sacarose^ 

Nesse case, Sacarose ^ porquo a solugao de sacarose nao se 
ioniza. Portanto, 


n. 


= RT Csaearose) 


A forga osmotica do conteudo do lisossomo e igual a da so¬ 
lugao de sacarose quando: 


■'■■'■sacarose ■'■■'■lisossomo 

RTic„')=RT (0,26 mol/L) 

Csaoarose = 0.26 mol/L 

Assim, a concentragao necessaria de sacarose (mmol 342) 
e (0,26 moPL) (342 g/mol)= 88,92 g/L. Usando a precisao 
de um algarismo significative para a concentragao do solu- 
to, C3,,,„3e=0,09 kg/L. 


PROBLEMA RESOLVIDO 2-2 Forga osmotica de uma organela II 


Suponha que se decida usar uma solugao de um polissa- 
carideo, como o glicogenio (ver p. 255), para equilibrar a 
pressao osmotica dos lisossomos (descritos no Problema 
Resolvido 2-1). Considerando um polimero linear de 100 
unidades de glicose, calcule a quantidade desse polimero 
necessaria para atingir a mesma pressao osmotica da so¬ 
lugao de sacarose do Problema 2-1. AM^ do polimero de 
glicose e —18.000 e, como a sacarose, nao se ioniza em 
solugao. 


Solugao: Como obtido no Problema Resolvido 2-1, 
n_=^7’(0,26 mol/L) 

Da mesma forma, 

n = T?T (j r ^ = RT Cr ^ 

glicogenio ^ v‘"glicogenio^ glicogenio^' ^ v'-"glicogenio>' 

Para uma solugao de glicogenio com forga osmotica igual a 
da solugao de sacarose, 

^glicogenio ^sacarose 

(Cgiieogenio) = (0.26 moPL) 

<^gucogenio = 0,26 moPL = (0,26 moPL) (18.000 g/mol) 
= 4,68 kg/L 

Ou, considerando algarismos significativos, 5 kg/L, 

uma concentragao absurdamente alta. 

Como sera visto mais adiante (p. 256), celulas do figado 
e do musculo armazenam carboidratos nao na forma de agu¬ 
cares de baixa massa molecular, como glicose ou sacarose, 
mas na forma de glicogenio, polimero de alta massa mole¬ 
cular. Isso permite que uma celula contenha maior massa 
de glicogenio com minimo efeito na osmolaridade do citosol. 


RESUMO 2.1 Interagoes fracas em sistemas aquosos 

► A diferenga entre a eletronegatividade do H e a do 0 
torna a agua uma molecula muito polar, capaz de for- 
mar ligagoes de hidrogenio entre suas moleculas e com 
solutos. As ligagoes de hidrogenio sao curtas, basica- 
mente eletrostaticas e mais fracas que as ligagoes cova- 
lentes. A agua e um bom solvente para solutos polares 








58 DAVID L. NELSON & MICHAEL M. COX 


(hidrofilicos), com os quais forma ligagoes de hidroge- 
nio, e para solutos carregados, com os quais forma inte- 
ragoes eletrostaticas. 

► Compostos apolares (hidrofobicos) se dissolvem fra- 
camente em agua; eles nao formam ligagoes de hi- 
drogenio com o solvente, e a sua presenga forga um 
ordenamento energeticamente desfavoravel de mole- 
culas de agua nas suas superficies hidrofobicas. Para 
minimizar a superficie exposta a agua, os compostos 
apolares como os lipideos formam agregados (micelas) 
nos quais as porgoes hidrofobicas sao sequestradas no 
seu interior, associando-se por meio de interagoes hi¬ 
drofobicas, e somente a parte mais polar interage com 
a agua. 

► Interagoes fracas e nao covalentes, em grande numero, 
influenciam decisivamente o enovelamento de macro- 
moleculas como proteinas e acidos nucleicos. As confor- 
magoes mais estaveis sao aquelas nas quais as ligagoes 
de hidrogenio sao maximizadas dentro da molecula e 
entre a molecula e o solvente, e nas quais as partes hi¬ 
drofobicas se agregam no interior das moleculas, longe 
do solvente aquoso. 

► As propriedades fisicas das solugoes aquosas sao forte- 
mente influenciadas pelas concentragoes dos solutos. 
Quando dois compartimentos aquosos sao separados 
por uma membrana semipermeavel (como a membrana 
plasmatica que separa uma celula do seu meio), a agua 
se move atraves da membrana para igualar a osmolari- 
dade nos dois compartimentos. Essa tendencia da agua 
em se mover atraves de uma membrana semipermeavel 
produz a pressao osmotica. 


2.2 loniza^ao da agua e de acidos e bases fracas 

Embora muitas das propriedades de solvente da agua pos- 
sam ser explicadas em termos da molecula de agua nao 
carregada, o pequeno grau de ionizagao da agua em seus 
ions (H^) e (OH”) deve tambem ser levado em considera- 
gao. Como todas as reagoes reversiveis, a ionizagao da agua 
pode ser descrita por uma constante de equilibrio. Quan¬ 
do acidos fracos sao dissolvidos na agua, eles contribuem 
com um por ionizagao; bases fracas consomem um 
se tornando protonadas. Esses processes tambem sao go- 
vernados por constantes de equilibrio. A concentragao total 
dos ions hidrogenio a partir de todas as fontes e experimen- 
talmente mensuravel, sendo expressa como o pH da solu- 
gao. Para predizer o estado de ionizagao de solutos na agua, 
devem-se considerar as constantes de equilibrio relevantes 
para cada reagao de ionizagao. Por isso, sera feita uma bre¬ 
ve discussao sobre a ionizagao da agua e de acidos e bases 
fracas dissoMdas em agua. 

A agua pura e levemente ionizada 

As moleculas de agua tern a leve tendencia de sofrer uma 
ionizagao reversivel, produzindo um ion hidrogenio (pro¬ 
ton) e um ion hidroxido, gerando o equilibrio: 

H 2 O H^ + OH (2-1) 


Apesar de geralmente se mostrar o produto de dissociagao 
da agua como H^, os protons livres nao existem em solu- 
gao; os ions hidrogenio formados em agua sao imediata- 
mente hidratados para formar ions hidronio (HgO"^). As 
ligagoes de hidrogenio entre as moleculas de agua fazem 
com que a hidratagao dos protons dissociados seja pratica- 
mente instantanea: 

H—O 111 H—O H—O—H + OH- 

A \ I 

H H ^ 

A ionizagao da agua pode ser medida pela sua con- 
dutividade eletrica; a agua pura carrega corrente eletri- 
ca enquanto o HgO^ migra para o catodo e OH” para o 
anodo. 0 movimento dos ions hidronio e hidroxido no 
campo eletrico e extremamente rapido comparado com 
o de outros ions como Na"^, e Cl”. Essa alta mobilidade 
ionica resulta do tipo de “salto de protons” mostrado na 
Figura 2-14. Os protons individuals nao se movem para 
muito longe na solugao, mas uma serie de protons salta 
entre as moleculas de agua ligadas por hidrogenio e gera 
um movimento liquido de protons por uma longa distan- 
cia em um tempo extremamente curto. (OH tambem se 
move rapidamente por saltos, mas na diregao oposta). 
Como resultado da alta mobilidade ionica do H^’ reagoes 
acidobasicas em solugoes aquosas sao excepcionalmente 
rapidas. Como observado anteriormente, o salto de pro- 


lon hidronio entrega unn proton 



H 


Agua aceita um proton e 
setorna um ion hidronio 

FIGURA2-14 Salto de protons. Pequenos"saltos"de protons entre uma 
serie de moleculas de agua ligadas por hidrogenio resultam em um movi¬ 
mento liquido extremamente rapido de um proton em uma longa distancia. 
Como o ion hidronio (parte de cima, a esquerda) doa um proton, uma mole¬ 
cula de agua a certa distancia (a direita, inferior) adquire um, se tornando um 
ion hidronio. 0 salto de protons e muito mais rapido que a difusao verdadei- 
ra e explica a mobilidade ionica incrivelmente alta dos ions H^comparados 
com outros cations monovalentes como Na^ e K^. 
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tons muito provavelmente exerce uma fungao nas rea- 
goes biologicas de transferencia de protons (Figura 2-10; 
ver tambem Figura 19-69b). 

Desde que a ionizagao reversivel e crucial para o papel 
da agua na fungao celular, deve haver meios de expressar 
a extensao da ionizagao da agua em termos quantitativos. 
Uma breve revisao de algumas propriedades de reagoes qui- 
micas reversiveis mostra como isso pode ser feito. 

A posigao de equilibrio de qualquer reagao quimica e 
dada por sua constante de equilibrio, (algumas vezes 
expressa simplesmente por K). Para a reagao geral: 

A + B C + D (2-2) 

a constante de equilibrio pode ser definida em termos 
da concentragao dos reagentes (A e B) e dos produtos (C e 
D) no equilibrio: 

^ [C]eq[D]eq 
[A]eq[B]eq 

Estritamente falando, os termos de concentragao de- 
vem ser expresses como atividades, ou concentragoes 
efetivas em solugoes nao ideais, de cada especie. Exceto 
em trabalhos muito precises, entretanto, a constante de 
equilibrio pode ser aproximada pela medida das concen¬ 
tragoes no equilibrio. Por razoes alem do escopo desta 
discussao, as constantes de equilibrio sao adimensionais. 
Apesar disso, o texto continuara a utilizar as unidades de 
concentragao (m) nas expressoes da constante de equili¬ 
brio usadas nesse livro para lembra-los de que a molari- 
dade e a unidade de concentragao usada para o calculo 
de 

A constante de equilibrio e fixa e caracteristica para 
qualquer dada reagao quimica em uma temperatura especi- 
fica. Ela define a composigao final da mistura no equilibrio, 
independentemente das concentragoes iniciais dos rea¬ 
gentes e dos produtos. Inversamente, e possivel calcular a 
constante de equilibrio para uma dada reagao em uma dada 
temperatura, se forem conhecidas as concentragoes de 
equilibrio de todos os reagentes e produtos. Como mostra- 
do no Capitulo 1 (p. 26), a variagao de energia livre padrao 
(AG°) e diretamente relacionada ao In 


A ionizagao da agua e expressa pela constante 
de equilibrio 

0 grau de ionizagao da agua no equilibrio (Equagao 2-1) 
e baixo; a 25°C somente duas entre 10^ moleculas na agua 
pura sao ionizadas a cada momento. A constante de equili¬ 
brio para a ionizagao reversivel da agua e: 




[H 2 O] 


(2-3) 


Na agua pura a 25°C, a concentragao de agua e 55,5 m - 
gramas de HgO em 1 L divididas pela sua massa molecular 
grama: (1.000 g/L)/(18,015 g/mol) - sendo essencialmente 
constante em relagao a concentragao muito baixa de e 
OH", de 1 X 10 ^ M. Portanto, o valor de 55,5 m pode ser 
substituido na expressao da constante de equilibrio (Equa¬ 
gao 2-3), gerando: 


_ [H^][OH-] 

[55,5 m] 

Rearranjando, isso se torna: 

(55,5 M)(Aeq) = [H+][OH-] = (2-4) 

onde iC^designa o produto (55,5 m) que e o produto 
ionico da agua a 25°C. 

0 valor para o determinado por medidas de condu- 
tividade eletrica da agua pura, e 1,8 X 10”^® m a 25°C. Subs- 
tituindo esse valor no da Equagao 2-4 tem-se o valor do 
produto ionico da agua: 

= [H1[0H“] = C55,5m)C1,8 X 10'^® M) 

= 1,0 X 

Assim, o produto [H^j [OH“] em solugao aquosa a 25°C e 
sempre igual a 1 X 10”^^ m^. Quando existem concentragoes 
iguais de e de OH”, como na agua pura, diz-se que a so¬ 
lugao esta em pH neutro. Nesse pH, a concentragao de H^ 
e de OH” pode ser calculada a partir do produto ionico da 
agua como se segue: 

= [H1[0H-] = [H"]^ = [OH-]^ 

Resolvendo para [H^j tem-se: 

[H+] = = Vl X 10"^^ 

[H+] = [OH“] = 10“'^ M 

Como o produto ionico da agua e constante, quando [H^j 
e maior que 1 X10”^M, a concentragao de [OH”] deve ser 
menor que 1 X10”^M, e vice-versa. Quando a concentragao 
de [H"^] e muito alta, como na solugao de acido cloridrico, a 
concentragao de [OH”] deve ser bem baixa. A partir do pro¬ 
duto ionico da agua, pode-se calcular [H^] se for conhecida 
a concentragao de [OH”], e vice-versa. 

PROBLEMA RESOLVIDO 2-3 Calculo de [H^^] 


Qual e a concentragao de H"^ em uma solugao de 0,1 m de 
NaOH? 


Solugao: Comega-se com a equagao do produto ionico da 
agua: 

= [H1[0H-] 

Com [OH”] = 0,1 M, resolvendo para a [H^] tem-se: 

+ _ 1 X 10“^^ _ 10“^^ 

' ^ “ [OH-] “ oJm 10-'m 

= 10"'^ M 


PROBLEMA RESOLVIDO 2-4 Calculo de [OH ] 


Qual e a concentragao de OH em uma solugao com uma 
concentragao de H"^ de 1,3 X 10"'' M? 

Solugao: Comega-se com a equagao do produto ionico da 
agua: 


= [H1[0H-] 
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Com [H^] = 1,3 X 10 M, resolvendo para a [OH ] tem-se: 

, 1 X ^ 

^ [H+] 0,00013 m 1,3x10^‘‘m 

= 7,7 X 10“"m 

Em todos os calculos certifique-se de arredondar a sua res- 
posta para o numero correto de algarismos significativos, 
como acima. 


A escala de pH indica as concentrates de e OH 

0 produto ionico da agua, e a base para a escala de pH 
(Tabela 2-6). E um meio conveniente de designar a con- 
centragao de (e, portanto, de OH”) em qualquer solugao 
aquosa no intervalo de 1,0 m e 1,0 m OH”. 0 termo pH e 
definido pela expressao 

pH = log -log [H-^] 


0 simbolo p denota “logaritmo negative de”. Para uma so- 
lugao neutra a 25°C, na qual a concentragao de ions hidro- 
genio e exatamente 1,0 X 10”^ m, o pH pode ser calculado 
como se segue: 


pH = log 


1 

1,0 X 10“'^ 


7,0 


coincidencia conveniente, e um valor inteiro. Solugoes com 
pH maior que 7 sao alcalinas on basicas; a concentragao de 
OH” e maior que a de H^. Inversamente, solugoes tendo pH 
menor que 7 sao acidas. 

Lembre-se que a escala de pH e logaritmica, e nao arit- 
metica. Se duas solugoes diferem em pH por uma (1) uni- 
dade, isso significa que uma solugao tern dez vezes mais a 
concentragao de ions H^ que a outra, mas isso nao indica a 
magnitude absoluta da diferenga. A Figura 2-15 fornece os 
valores de pH de alguns fluidos aquosos. Um refrigerante 
de cola (pH 3,0) on um vinho tinto (pH 3,7) tern uma con¬ 
centragao de ions H^ de aproximadamente 10.000 vezes a 
do sangue (pH 7,4). 

0 pH de uma solugao aquosa pode ser medido por apro- 
ximagao usando varios tipos de indicadores coloridos, in- 
cluindo tornassol, fenolftaleina e vermelho de fenol. Essas 
substancias passam por uma mudanga de cor quando um 
proton se dissocia da molecula. Determinagoes precisas do 
pH em laboratories quimicos ou clinicos sao feitas com um 
eletrodo de vidro que e seletivamente sensivel a concen¬ 
tragao dos ions H^ mas insensivel a concentragao de Na^, 

e outros cations. Em um pH-metro, o sinal do eletrodo 
de vidro colocado em uma solugao de teste e amplificado 
e comparado com o sinal gerado por uma solugao de pH 
conhecido. 


Observe que a concentragao de H deve ser expressa em 
termos molares (m) . 

0 valor de 7 para o pH de uma solugao neutra nao e um 
numero escolhido arbitrariamente, sendo derivado do valor 
absolute do produto ionico da agua a 25°C, que, por uma 


* A expressao pOH e algumas vezes usada para descrever a alcalinidade, ou con¬ 
centragao, de OH" de uma solugao; o pOH e definido pela expressao pOH = - log 
[OH“], que e analoga a expressao para o pH. Observe que em todos os casos, pH 
+ pOH = 14. 


TABELA 2-6 

1 A escalade pH 



3 

[Hi (M) 

pH 

[OH'Kh) 

pOH^ 

A 

10\l) 

0 

10“'" 

14 

H 

10“' 

1 

10"'" 

13 

5 

10”" 

2 

10”'" 

12 


10“" 

3 

10"" 

11 

6 

10”" 

4 

10”" 

10 

7 

10'" 

5 

10“' 

9 


lO'® 

6 

10" 

8 

8 

10”' 

7 

10”' 

7 


10'^ 

8 

10" 

6 

9 

10”' 

9 

10”' 

5 

10 

10"'' 

10 

10“" 

4 


10"'' 

11 

10" 

3 

11 

10”'" 

12 

10”" 

2 

12 

10“'" 

13 

10"' 

1 

10”'" 

14 

lO'(l) 

0 

13 


14 


Acidez 

crescente 


Neutro 


Alcalinidade 

crescente 




1 M HCI 


Suco gastrico 
Suco de limao 

Refrigerantes de 
cola, vinagre 
Vinho tinto 
- Cerveja 
Cafe preto 



- Leite, saliva 

Sangue humano, lagrimas 

- Agua do mar, clara de ovo 


Solugao de bicarbonate de 
sodio (NaHC 03 ) 


Limpadores a base de amonia 
- Limpadores a base de alvejante 


1 M NaOH 


FIGURA 2-15 O pH de alguns fluidos aquosos. 
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A medida do pH e um dos procedimentos mais impor- 
tantes e usados com mais frequencia na bioqmmica. 0 
pH afeta a estmtura e a atividade de macromoleculas biolo- 
gicas; por exemplo, a atividade catalitica das enzimas e ex- 
tremamente dependente do pH (ver Figura 2-22). As medi- 
das do pH do sangue e da urina sao comumente usadas em 
diagnostico medico. 0 pH do plasma sanguineo das pessoas 
com diabetes grave e nao controlado e comumente abaixo 
do valor normal de 7,4; essa condigao e chamada de 
acidose (descrita com maior detalhes a seguir). Em algu- 
mas outras doengas, o pH sanguineo e mais alto que o nor¬ 
mal, uma condigao conhecida como alcalose. A acidose on 
a alcalose extremas podem ameagar a vida. ■ 


Acidos e bases fracas tern constantes de dissociate 
acidas caracten'sticas 

Os acidos cloridrico, sulfurico e nitrico, comumente chama- 
dos de acidos fortes, sao completamente ionizados em solu- 
goes aquosas diluidas; as bases fortes NaOH e KOH tambem 
sao completamente ionizadas. 0 que mais interessa aos bio- 
quimicos e o comportamento de acidos e bases nao comple¬ 
tamente ionizados quando dissoMdos em agua. Eles estao 
presentes em sistemas biologicos e desempenham papeis 
importantes no metabolismo e na sua regulagao. 0 compor¬ 


tamento de solugoes aquosas de acidos e bases fracas sera 
mais bem compreendido definindo primeiramente alguns 
termos. 

Os acidos podem ser definidos como doadores de pro¬ 
tons e as bases como aceptoras de protons. Quando um 
doador de protons como o acido acetico (CHgCOOH) perde 
um proton, ele se torna o correspondente aceptor de pro¬ 
tons, nesse caso o anion acetato (CHgCOO”). Um doador de 
protons e seu correspondente aceptor de protons consti- 
tuem um par conjugado acido-base (Figura 2-16), con- 
forme a reagao reversivel: 

CHgCOOH CHgCOO^ + H^ 

Cada acido tern uma tendencia caracteristica de perder 
seu proton em uma solugao aquosa, e quanto mais forte for 
o acido, maior a tendencia de perder seu proton. A tenden¬ 
cia de qualquer acido (HA) de perder um proton e formar 
sua base conjugada (A”) e definida pela constante de equi- 
librio (Agq) para a reagao reversivel: 

HA^^H^ + A" 


para a qual 




[H^][A-] 

[HA] 




Acidos monoproticos 

Acido acetico 
(Xa = 1,74 X 10-5 m) 


Ion amonio 

(/Ca = 5,62 X 10-10 m) 


Acidos diproticos 

Acido carbonico 

(/Ca = 1,70 X 10-4 m); 

Bicarbonato 

(/Ca = 6,31 X 10-11 m) 


Glicina, grupo carboxila 
(/Ca = 4,57 X 10-3 m); 
Glicina, grupo amino 
(/Ca = 2,51 X 10-10 m) 


Acidos triproticos 

Acido fosforico 

(/Ca = 7,25 X 10-3 m); 

Di-hidrogenio-fosfato 

(/Ca = 1,38 X 10-7 m); 

Mono-hidrogenio-fosfato 

(/Ca = 3,98X 10 -i3m) 



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

pH 


FIGURA 2-16 Pares conjugados acido-base consistem em um doador 
de protons e um aceptor de protons. Alguns compostos como o acido 
acetico e ions amonio sao monoproticos; eles so podem doar um proton. 
Outros sao diproticos (acido carbonico e glicina) ou triproticos (acido fosfori¬ 
co). As reagoes de dissociagao de cada par sao mostradas onde elas ocorrem 


ao longo de um gradiente de pH. A constante de equilibrio ou dissociagao 
(/Cg) e seu logaritmo negative, o p/Cg, sao mostrados para cada reagao. *Con- 
sulte a p. 67 para uma explicagao sobre as aparentes discrepancias dos valo- 
res de p/Cg do acido carbonico (H 2 CO 3 ). 
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As constantes de equilibrio para as reagoes de ionizagao 
sao comumente chamadas de constantes de ionizagao ou 
constantes de dissociagao acidas, frequentemente de- 
signadas por K^. As constantes de dissociagao de alguns aci- 
dos sao fornecidas na Figura 2-16. Acidos mais fortes, como 
os acidos fosforico e carbonico, tern constantes de ioniza- 
gao maiores; acidos mais fracos, como o fosfato mono-hi- 
drogenado (HPO 4 ”), tern constantes de ionizagao menores. 

Tambem presentes na Figura 2-16 estao os valores de 
P^a- que e analogo ao pH e e definido pela equagao 

pZa = log^ = -lOgiTa 

Quanto mais forte a tendencia de dissociar um proton, mais 
forte sera o acido e mais baixo sera o sen pA^. Como sera 
visto agora, o pA^ de qualquer acido fraco pode ser determi- 
nado facilmente. 

As curvas de titulagao revelam o de acidos fracos 

A titulagao e usada para determinar a quantidade de um 
acido em certa solugao. Um dado volume do acido e titulado 
com uma solugao de base forte, geralmente hidroxido de 
sodio (NaOH), de concentragao conhecida. 0 NaOH e adi- 
cionado em pequenos incrementos ate o acido ser consumi- 
do (neutralizado), como determinado com um indicador ou 
um pH-metro. A concentragao do acido na solugao original 
pode ser calculada a partir do volume e da concentragao de 
NaOH adicionado. A quantidade de acido e base na titula¬ 
gao sao comumente expressas em termo de equivalentes, 
onde um equivalente e a quantidade de substancia que ira 
reagir com, ou suprir, um mol de ions de hidrogenio em uma 
reagao acido-base. 

Uma curva de pH contra a quantidade de NaOH adi- 
cionada (uma curva de titulagao) revela o pA^ do acido 
fraco. Considere a titulagao de uma solugao 0,1 m de acido 
acetico com 0,1 m de NaOH a 25°C (Figura 2-17). Duas 
reagoes reversiveis de equilibrio estao envolvidas no pro- 
cesso (aqui, por simplicidade, o acido acetico sera designa- 
do por HAc): 

H 2 O H^ + OH" (2-5) 

HAc H^ + Ac" (2-6) 

0 equilibrio deve ocorrer simultaneamente, obedecen- 
do as caracteristicas das constantes de equilibrio, que sao, 
respectivamente. 

Aw = [H+][OH“] = 1 X 10“^^ (2-7) 

[H^][Ac“] . 

No inicio da titulagao, antes da adigao de NaOH, o acido 
acetico ja encontra-se parcialmente ionizado, em um valor 
que pode ser calculado a partir de sua constante de ioniza¬ 
gao (Equagao 2-8). 

A medida que NaOH for sendo gradualmente introdu- 
zido, o ion OH" adicionado se combina com os ions livres 
H^ na solugao para formar HgO, em uma quantidade que 
satisfaz a relagao de equilibrio da Equagao 2-7. Como os 
ions H^ sao removidos, o HAc se dissocia um pouco mais 



0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0 


OH adicionado (equivalentes) 


0 50 100% 

Percentual de titulagao 

FIGURA 2-17 A curva de titulagao do acido acetico. Depois da adigao 
de cada incremento de NaOH a solugao de acido acetico, o pH da mistura e 
medido. Esse valor e colocado em um grafico em fungao da quantidade de 
NaOH adicionada, expresso como a fragao da concentragao total requerida 
para converter todo o acido acetico (CH 3 COOH) na sua forma desprotonada, 
acetato (CHjCOO"). Os pontos entao obtidos geram a curva de titulagao. Nos 
retangulos estao mostradas as formas ionicas predominantes nos pontos 
designados. No ponto central da titulagao, as concentragoes de doadores 
de protons e aceptores de protons sao iguais, e o pH e numericamente igual 
ao p/tg. A zona sombreada e a regiao util do poder tamponante, geralmente 
entre 10 e 90% da titulagao de um acido fraco. 

para satisfazer sua propria constante de equilibrio (Equa¬ 
gao 2-8). A titulagao prossegue de forma que uma maior 
quantidade de HAc ioniza, formando Ac", na medida em 
que o NaOH e adicionado. No ponto central da titulagao 
no qual exatos 0,5 equivalentes de NaOH foram adiciona- 
dos por equivalente do acido, metade do acido acetico ori¬ 
ginal se dissociou, de forma que a concentragao de doado¬ 
res de protons [HAc] agora e igual a do aceptor de protons 
[Ac"]. Nesse ponto central, uma relagao muito importante 
e estabelecida: o pH da solugao equimolar de acido aceti¬ 
co e de acetato e exatamente igual ao pA^^ do acido acetico 
(pAg^ = 4,76; Figuras 2-16, 2-17). A base para essa rela¬ 
gao, que e valida para todos os acidos fracos, ficara clara 
em breve. 

A medida que a titulagao continua pela adigao de mais 
NaOH, o acido acetico nao dissociado remanescente e con- 
vertido em acetato. 0 ponto final da titulagao ocorre em pH 
proximo de 7,0: todo o acido acetico perdeu seus protons 
para os ions OH", para formar H 2 O e acetato. Por meio da 
titulagao os dois equilibrios (Equagao 2-5, 2-6) coexistem, 
cada um obedecendo a sua constante de equilibrio. 

A Figura 2-18 compara as curvas de titulagao de tres 
acidos fracos com constantes de ionizagao bem diferentes: 
acido acetico (pA^= 4,76); acido fosforico, H 2 PO 4 (pA^ = 
6 , 86 ); e ion amonio, NH 4 (pA^ = 9,25). Embora as curvas 
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pH 



Regioes de 
tampona- 
mento 
^ 10,25 

NH3 

T 

Fosfato 


8,25 

7,86 


5,86 

Acetato 

3,76 
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FIGURA 2-18 Compara^ao das curvas de titula^ao de tres acidos fra- 
cos. Aqui estao mostradas as curvas de titulaqao para CH 3 COOH, H 2 PO 4 e 
NH|. As formas ionicas predominantes nos pontos designados da titulapao 
estao destacadas nos retangulos. As regioes da capacidade tamponante 
estao indicadas a esquerda. Os pares conjugados acido-base sao tampoes 
efetivos entre aproximadamente 10 e 90% da neutralizaqao das especies do- 
adoras de protons. 


de titulagao desses acidos tenham a mesma forma, elas sao 
deslocadas ao longo do eixo do pH devido aos tres acidos 
possuirem diferentes forgas. 0 acido acetico, com o maior 
(menor piOJ dos tres, e o mais forte dos acidos fracos 
Cperde seu proton mais prontamente); ele ja se encontra 
dissociado pela metade no pH 4,76. 0 di-hidrogenio-fosfato 
perde um proton menos prontamente, estando dissociado 
pela metade no pH 6,86. 0 ion amonio e o acido mais fraco 
dos tres, e so se encontra dissociado pela metade no pH 
9,25. 

A curva de titulagao de um acido fraco mostra grafica- 
mente que um acido fraco e seu anion - um par conjugado 
acido-base - podem agir como um tampao, conforme sera 
descrito na proxima segao. 

RESUMO 2.2 loniza^ao da agua e de kidos e bases fracas 

► A agua pura se ioniza levemente, formando numero igual 
de ions hidrogenio (ions hidronio, HgO^) e ions hidroxi- 
do. A extensao da ionizagao e descrita pela constante 
[H+][OH“] 

de equilibrio, iCq = — —, da qual o produto io- 


nico da agua, K^, e obtido. A 25°C, = [H^] OH ] = 

(55,5 M) Mt 

► 0 pH de uma solugao aquosa reflete, em escala logarit- 
mica, a concentragao de ions hidrogenio: 

pH = log-log [H+]. 


► Quanto maior a acidez de uma solugao, mais baixo e o 
pH. Acidos fracos se ionizam parcialmente para liberar 
um ion hidrogenio, baixando, portanto, o pH de uma so¬ 
lugao aquosa. Bases fracas aceitam um ion hidrogenio, 
aumentando o pH. A extensao desses processes e carac- 
teristica de cada acido on base fraca e e expressa como 
uma constante de dissociagao acida: 


^req = 


[H+][A- 

[HA] 


= K,. 


► 0 piT^ expressa, em uma escala logaritmica, a forga rela- 
tiva de um acido on base fraca: 


pAa = log 


K. 


-lOgAa. 


► Quanto mais forte o acido, menor e o seu valor de pK^; 
quanto maior a base, maior e o valor do pA^. 0 pA^ 
pode ser determinado experimentalmente; e o pH no 
ponto central da curva de titulagao para o acido ou a 
base. 


2.3 Tamponamento contra mudan^as no pH em 
sistemas biologicos 

Quase todos os processes biologicos sao dependentes 
do pH; uma pequena mudanga no pH produz uma gran¬ 
de mudanga na velocidade do processo. Isso e valido nao 
somente para as muitas reagoes nas quais os ions H^ sao 
participantes diretos, mas tambem para aquelas reagoes 
nas quais nao existe aparentemente nao ha participagao 
de ions H^. As enzimas que catalisam reagoes celulares, e 
muitas das moleculas nas quais elas agem, contem grupos 
ionizaveis com valores de pA^ caracteristicos. Os grupos 
amino e carboxila protonados de aminoacidos e os grupos 
fosfato de nucleotideos, por exemplo, agem como acidos 
fracos; o seu estado ionico e determinado pelo pH do meio 
circundante. (Quando um grupo ionizavel e capturado no 
meio de uma proteina, longe do solvente aquoso, seu pA^, 
ou o pA^ aparente, pode ser significativamente diferente 
do seu pH na agua.) Como observado anteriormente, as 
interagoes ionicas estao entre as forgas que estabilizam a 
molecula da proteina e permitem que uma enzima reco- 
nhega e se ligue ao seu substrate. 

Celulas e organismos mantem um pH citosolico especi- 
fico e constante, em geral perto de pH 7, mantendo bio- 
moleculas em seu estado ionico otimizado. Em organismos 
multicelulares, o pH dos fluidos extracelulares tambem 
e rigorosamente regulado. A constancia do pH e atingida 
principalmente por tampoes biologicos: misturas de acidos 
fracos e suas bases conjugadas. 
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Tampoes sao misturas de acidos fracos e suas 
bases conjugadas 

Tampoes sao sistemas aquosos que tendem a resistir a 
mudangas de pH quando pequenas quantidades de acido 
(H^) ou base (OH”) sao adicionadas. Um sistema tampao 
consiste em um acido fraco (o doador de protons) e sua 
base conjugada (o aceptor de protons). Como um exem- 
plo, uma mistura de concentragoes iguais de acido acetico 
e ions acetato, encontradas no ponto central da titulagao 
na Figura 2-17, e um sistema tampao. Observe que a curva 
de titulagao do acido acetico tern uma zona relativamente 
plana que se estende por cerca de uma unidade de pH em 
ambos os lados do seu pH do ponto central de 4,76. Nessa 
zona, uma dada quantidade de H^ ou OH” adicionada ao sis¬ 
tema tern muito menos efeito no pH que a mesma quantida¬ 
de adicionada fora da zona. Essa zona relativamente plana e 
a regiao de tamponamento do par tampao acido acetico/ 
acetato. No ponto central da regiao de tamponamento, no 
qual a concentragao do doador de protons (acido acetico) e 
exatamente igual a do aceptor de protons (acetato), a for- 
ga de tamponamento do sistema e maxima; isto e, seu pH 
muda menos pela adigao de H^ ou OH”. 0 pH nesse ponto 
na curva de titulagao do acido acetico e igual ao seu piC^. 
0 pH do sistema tampao acetato muda levemente quando 
uma pequena quantidade de H^ ou OH” e adicionada, mas 
essa mudanga e muito pequena comparada com a mudanga 
de pH que resultaria se a mesma quantidade de H^ ou OH” 
fosse adicionado a agua pura ou a uma solugao salina de um 
acido forte e de uma base forte, como NaCl, que nao tern 
poder tamponante. 

0 tamponamento resulta do equilibrio entre duas rea- 
goes reversiveis ocorrendo em uma solugao de concentra- 
goes quase iguais de doador de protons e de seu aceptor de 
protons conjugado. A Figura 2-19 explica como um siste¬ 
ma tampao funciona. Sempre que H"^ ou OH” e adicionado 
em um tampao, o resultado e uma pequena mudanga na 
razao das concentragoes relativas dos acidos fracos e sens 
anions e, portanto, uma pequena mudanga no pH. 0 de- 
crescimo na concentragao de um componente do sistema e 
equilibrado exatamente pelo aumento do outro. A soma dos 
componentes do tampao nao muda, somente a sua razao. 

Cada par conjugado acido-base tern uma zona de pH 
caracteristica na qual e um tampao efetivo (Figura 2-18). 
0 par H 2 PO 4 / HP 04 ^” tern um pA^ de 6,86 e, portanto, pode 
servir como um sistema tampao efetivo entre os pHs 5,9 e 
7,9; 0 par NH 4 /NHg, com um pA^ de 9,25, pode agir como um 
tampao em um intervale de pH aproximado entre 8,3 e 10,3. 

A equa^ao de Henderson-Hasselbakh relaciona o pH, 

0 p/T, e a concentragao do tampao 

As curvas de titulagao do acido acetico, H 2 PO 4 e NH 4 (Fi¬ 
gura 2-18) tern formas quase identicas, sugerindo que es- 
sas curvas refletem uma lei ou relagao fundamental. De fato 
esse e 0 case. A forma da curva de titulagao de qualquer aci¬ 
do fraco e descrita pela equagao de Henderson-Hasselbalch, 
que e importante para 0 entendimento das agoes do tampao 
e do equilibrio acidobasico no sangue e nos tecidos dos ver- 
tebrados. Essa equagao e simplesmente uma forma util de 


A^=[HH[OH-] 



OH- 

H 2 O 


Acido acetico 
(CH 3 COOH) 

HAc 

Ac“ 

Acetato 

(CH 3 COO-) 


[H+][Ac-; 
^ [HAc] 

H+ 

1 



FIGURA 2-19 O par acido acetico/acetato como sistema tampao. 0 

sistema e capaz de absorver tanto quanto OH” por meio da reversibili- 
dade da reaqao de dissociaqao do acido acetico. 0 doador de protons, acido 
acetico (HAc), contem uma reserva de H^, que podem ser liberados para 
neutralizar uma adiqao de OH” ao sistema, formando Hp. Isso acontece de- 
vido ao produto [H^] [OH“] exceder temporariamente o XIm). 0 
equilibrio rapidamente se ajusta para restaurar o produto a 1 X 10”^^ (a 
25°C), reduzindo temporariamente a concentragao de H^. Agora o quocien- 
te [H^][Ac”]/[HAc] e menor que p entao HAc se dissocia ainda mais para 
restaurar o equilibrio. Similarmente, a base conjugada Ac” pode reagir com 
ions H^ adicionados ao sistema; novamente, as duas reagoes de ionizagao 
simultaneamente chegam ao equilibrio. Portanto, o par conjugado acido- 
-base, como o acido acetico e o ion acetato, tende a resistir a mudangas no 
pH quando pequenas quantidades de acido ou base sao adicionadas. A agao 
tamponante e simplesmente a consequencia de duas reagoes reversiveis 
acontecendo simultaneamente e atingindo os seus pontos de equilibrio 
como determinado pelas suas constantes de equilibrio, e K^. 


reescrever a expressao para a constante de ionizagao de um 
acido. Para a ionizagao de um acido fraco HA, a equagao de 
Henderson-Hasselbalch pode ser deduzida como se segue: 

_ [H+][A-] 

^ [HA] 

Primeiramente resolver para [H^]: 


[H+] = A 


[HA] 

[A-] 


Usar o logaritmo negative em ambos os lados da equagao: 


, [HA] 

-log[H+] = -logAa-logj^ 


Substituir o pH por -log [H^] e o pA^ por -log A^: 


pH = pAa - log 


[HA] 

[A-] 


Agora inverter - log [HA]/[A ], o que envolve a mudanga do 
sinal, para obter a equagao de Henderson-Hasselbalch: 


pH = pAa + log 


[A~] 

[HA] 


(2-9) 


Essa equagao e valida para as curvas de titulagao de todos 
os acidos fracos e permite deduzir algumas relagoes quan- 
titativas importantes. Por exemplo, mostra por que o pA^ 
de um acido fraco e igual ao pH de uma solugao no ponto 
central da titulagao. Nesse ponto, [HA] = [A”], e 


pH = + log 1 = piC + 0 = piC 
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FIGURA 2-20 loniza^ao da histidina. 0 aminoacido histidina, urn com- 
ponente das proteinas, e urn acido fraco. 0 p/Cg do nitrogenio protonado da 
cadeia lateral e 6,0. 


A equagao de Henderson-Hasselbalch tambem permite (1) 
calcular o dado o pH e a razao molar do doador e do 
aceptor de protons; (2) calcular o pH, dado o pA^ e a razao 
molar do doador e do aceptor de protons; e (3) calcular a 
razao molar entre doador e aceptor de protons, dados o pH 
e o y>K^. 

Acidos ou bases fracas tamponam celulas e tecidos 
contra as mudan^as de pH 

Os fluidos intracelulares ou extracelulares de organismos 
multicelulares tern como caractenstica um pH quase cons- 
tante. A primeira linha de defesa dos organismos contra mu- 
dangas internas de pH e proporcionada por sistemas tampao. 
0 citoplasma da grande maioria das celulas contem altas 
concentragoes de proteinas e essas proteinas contem muitos 
aminoacidos com grupos funcionais que sao acidos fracos ou 
bases fracas. Por exemplo, a cadeia lateral da histidina (Fi- 
gura 2-20) tern um pA^^ de 6,0 e, por isso, pode existir tanto 
nas formas protonadas quanto nas desprotonadas proximo 
ao pH neutro. Proteinas contendo residues de histidina, por- 
tanto, sao tampoes efetivos proximo ao pH neutro. 

PROBLEMA RESOLVIDO 2-5 lonizagao da histidina 


Calcule a fragao de histidina que tern a cadeia lateral imi- 
dazolica protonada em pH de 7,3. Os valores de pA^ para 
a histidina sao pA^ = 1,8, pAg (imidazol) = 6,0 e pAg^ 9,2 
(ver Figura 3-12b). 

Solu^ao: Os tres grupos ionizaveis na histidina tern valores 
de pA^ suficientemente diferentes, de forma que o primei- 
ro C—COOH) e completamente ionizado antes do segundo 
(imidazol protonado) comegar a dissociar um proton, e o 
segundo ioniza completamente antes do terceiro (—NH^^) 
comegar a dissociar sen proton. (Com a equagao de Hender¬ 
son-Hasselbalch, e possivel facilmente mostrar que um aci¬ 
do fraco passa de 1% ionizado em 2 unidades de pH abaixo 
de sen pA^ para 99% ionizado em 2 unidades de pH acima 
de sen pA^; ver tambem Figura 3-12b.) No pH 7,3, o gru- 
po carboxila da histidina esta inteiramente desprotonado 
C—COO”) e 0 grupo a-amino esta completamente protona¬ 
do. Sup6e-se que, no pH 7,3, o unico grupo que esta par- 
cialmente dissociado e o grupo imidazolico que pode estar 
protonado (abreviado como HisH"^) ou nao protonado (His). 


Aplicando a equagao de Henderson-Hasselbalch: 

[A-] 


pH = pAa + log 


[HA] 


Substituindo pAg = 6,0 e pH = 7,3: 

[His] 

7,3 = 6,0 + log 


[HisH^ 


1,3 = log 


[His] 


antilog 1,3 = 


[HisH 
[His] 


[HisH^ 


= 2,0 X 10^ 


Isso da a razao do [His] para [HisH'^] (20 para 1 nesse 
caso). E necessario converter sl fragao da histidina que esta 
na forma desprotonada His no pH 7,3. Essa fragao e 20/21 
(20 partes de His para cada 1 parte de HisH^, em um total 
de 21 partes de histidina em qualquer forma), ou cerca de 
95,2%; o resto (100% menos 95,2%) e protonado - aproxi- 
madamente 5%. 


Nucleotideos como ATP, assim como muitos metaboli- 
tos de baixa massa molecular, contem grupos ionizaveis que 
podem contribuir para o poder tamponante do citoplasma. 
Algumas organelas altamente especializadas e comparti- 
mentos extracelulares apresentam altas concentragoes de 
compostos que contribuem para a capacidade de tampona- 
mento: acidos organicos tamponam os vacuolos das celulas 
das plantas; amonia tampona a urina. 

Dois tampoes biologicos especialmente importantes 
sao o sistema fosfato e o bicarbonato. 0 tampao fosfato, 
que age no citoplasma de todas as celulas, consiste em 
H2PO4 como doador de protons e HPO4” como aceptor de 
protons: 

H2PO7 H-" + HPOr 

0 sistema tampao fosfato e mais efetivo em um pH perto 
de seu pA^ de 6,86 (Figuras 2-16, 2-18) e, portanto, tende 
a resistir a mudangas de pH em um intervalo de 5,9 e 7,9. 
Esse e, entao, um tampao efetivo em fluidos biologicos; em 
mamiferos, por exemplo, fluidos extracelulares e a maioria 
dos compartimentos citoplasmaticos tern pH no intervalo 
de 6,9 a 7,4. 


PROBLEMA RESOLVIDO 2-6 Tamp5esfosfato 


(a) Qual e o pH de uma mistura de 0,042 m de NaH2P04 e 
0,058 M de Na 2 HP 04 ? 


Solugao: utiliza-se a equagao de Henderson-Hasselbalch, ex- 
pressa aqui como: 


pH 


[base conjugada] 

pAa + log-——- 

[acido] 


Nesse caso, o acido (a especie que doa protons) e H2PO4, e 
a base conjugada (a especie que ganha um proton) e HPO 4 ”. 
Substituindo as concentragoes dadas de acido e base conju¬ 
gada e o pA^ (6,86): 

pH = 6,86 + log = 6,86 + 0,14 = 7,0 
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E possivel verificar aproximadamente esse resultado. 
Quando esta presente mais base conjugada que acido, o aci- 
do esta mais que 50% titulado e, portanto, o pH esta acima 
do ( 6 , 86 ), onde o acido esta exatamente 50% titulado. 

(b) Se 1,0 mL de solugao NaOH 10 m e adicionado em um 
litro de tampao preparado como em (a), de quanto sera a 
alteragao do pH? 

Solu^ao: Um litro do tampao contem 0,042 mols de NaH 2 P 04 . 
A adigao de 1,0 mL de solugao NaOH 10 M (0,010 mol) 
poderia titular uma quantidade equivalente ( 0,010 mol) 
de NaH 2 P 04 para Na 2 HP 04 , resultando em 0,032 mol de 
NaH 2 P 04 e 0,068 mol de Na 2 HP 04 . 0 novo pH e: 

0,068 

= 6,86 +log ^ = 6,86 + 0,33 = 7,2 

(c) Se 1,0 mL de solugao NaOH 10 m e adicionado em um 
litro de agua pura em pH 7,0, qual sera o pH final? Compare 
esse resultado com a resposta encontrada em (b). 

Solugao: 0 NaOH se dissocia completamente em Na^ e OH”, 
gerando uma concentragao de [OH”] de 0,010 moPL = 1 X 
10”^ M. 0 pOH e o logaritmo negative de [OH”], logo, pOH = 
2,0. Dado que em todas as solugoes pH + pOH = 14, o pH 
da solugao e 12 . 

Assim, uma quantidade de NaOH que aumenta o pH da 
agua de 7 para 12 aumenta o pH de solugao tamponada, 
como em (b), de 7,0 para 7,2. Tal e o poder do tampona- 
mento! 


0 plasma sanguineo e tamponade em parte pelo siste- 
ma tampao do bicarbonate, consistindo em acido carbonico 
(H 2 CO 3 ) como deader de protons e bicarbonate (HCO 3 ”) 
como aceptor de protons e a primeira de varias cons- 
tantes de equilibrio no sistema de tamponamento do bicar¬ 
bonate) : 

H2CO3 + HCO3 

_ [H+][HC03~] 

' [H 2 CO 3 I 

Esse sistema tampao e mais complexo que outros pares 
acido-base conjugados porque um de sens componentes, 
acido carbonico (H 2 CO 3 ), e formado a partir de dioxide de 
carbono dissoMdo (d) e agua, em uma reagao reversivel: 

C02(d) + H2O ^ H2CO3 
^ [H2CO3] 

" [C02(d)][H20] 

0 dioxide de carbono e um gas sob condigoes normals, e 
CO 2 dissolvido em uma solugao aquosa esta em equilibrio 
com o CO 2 em fase gasosa (g): 

C02(g) ^ C02(d) 

_ [C 02 (d)] 

" [COaCg)] 

0 pH de uma solugao tampao de bicarbonate depende da 
concentragao de H 2 CO 3 e HCO 3 , os componentes deader 


e receptor de protons. A concentragao de H 2 CO 3 por sua 
vez depende da concentragao de CO 2 na fase gasosa, on da 
pressao parcial de CO 2 , designada por PCO 2 . Portanto, o 
pH de um tampao de bicarbonate exposto a uma fase gaso¬ 
sa e determinado pela concentragao de HCO 3 ” na fase aquo¬ 
sa e pela PCO 2 na fase gasosa. 

A solugao tampao de bicarbonate e um tampao fisiolo- 
gico efetivo em pH proximo de 7,4, porque o H 2 CO 3 do 


plasma sanguineo esta em equilibrio com uma grande capa- 
cidade de reserva de CO 2 (g) no ar contido nos pulmoes. 
Como observado anteriormente, esse sistema de tampona¬ 
mento envolve tres equilibrios reversiveis, nesse case entre 
o C 02 gasoso nos pulmoes e o bicarbonate (HCO 3 ) no plas¬ 
ma sanguineo (Figura 2-21). 

0 sangue pode recolher H^ do acido lactico produzido 
no tecido muscular durante um exercicio vigoroso. Alter- 
nativamente, ele pode perder H^, na protonagao do NH 3 
produzido durante o catabolismo das proteinas. Quando 
H^ e adicionado ao sangue a medida que passa pelos te- 
cidos, a reagao 1 da Figura 2-21 caminha para um novo 
equilibrio, no qual a [H 2 CO 3 ] aumenta. Isso, por sua vez, 
aumenta a [C 02 (d)] no sangue (reagao 2 ), aumentando as¬ 
sim a pressao parcial de C 02 (g) no ar dos pulmoes (reagao 
3); o CO 2 excedente e exalado. Inversamente, quando H^ 
e perdido do sangue, a situagao oposta ocorre: mais H 2 CO 3 
e dissociado em H^ e HCO 3 e, portanto, mais CO 2 dos pul¬ 
moes se dissolve dentro do plasma. A taxa de respiragao 
- que e a taxa de inalagao ou exalagao - pode ajustar rapi- 
damente esses equilibrios para manter o pH sanguineo re- 
lativamente constante. A taxa de respiragao e controlada 
pelo tronco encefalico, no qual a detecgao de aumento de 
PCO 2 sanguineo ou de diminuigao do pH sanguineo aciona 
uma respiragao mais profunda e mais frequente. 

No pH do plasma sanguineo (7,4) muito pouco de H 2 CO 3 
esta presente em comparagao com HCO 3 , e a adigao de uma 
pequena quantidade de base (NH 3 ou OH”) poderia titular 
esse H 2 CO 3 , exaurindo a capacidade tamponante. 0 papel 
importante do H 2 CO 3 (p^^^ 3,57 a 37°C) no tamponamento 


H+ + HCO 3 
reagao 1 

Fase aquosa H2CO3 


(sangue nos capilares) 

reagao 2 

H3O 


CO 

2(d) 


reagao 3 

Fase gasosa 



(no espa^o aereo pulmonar) C02(g) 


FIGURA 2-21 O sistema tampao do bicarbonato. 0 CO 2 no espa^o 
aereo pulmonar esta em equilibrio com o tampao bicarbonato do plasma 
sanguineo que circula pelos capilares pulmonares. Como a concentragao de 
CO 2 dissolvido pode ser ajustada rapidamente por mudangas na taxa de res¬ 
piragao, o sistema tampao bicarbonato do sangue esta em estreito equilibrio 
com um grande reservatorio potencial de CO 2 . 
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do plasma sangmneo (pH —7,4) parece inconsistente com 
a afirmagao anterior de que um tampao e mais efetivo na 
escala de uma unidade de pH acima e abaixo do valor de 
piT^. A explicagao para esse paradoxo e o grande estoque de 
COgCd) no sangue. Sen rapido equilibrio com H 2 CO 3 resulta 
na formagao adicional de H 2 CO 3 : 

COaCd) + H2O ^ H2CO3 

E util para medicina ter uma expressao simples do pH do 
sangue para CO 2 dissolvido, a qual e comumente monito- 
rada ao longo do tempo junto de outros gases sanguineos. 
Pode-se definir uma constante, que e a constante de 
equilibrio para a hidratagao de CO 2 para formar H 2 CO 3 : 

^ [H2CO3] 

[COaCd)] 

Entao, considerando o estoque de C 02 (d), e possivel ex- 
pressar [H 2 CO 3 ] como Aj^[C 02 (d)], e substituir [H 2 CO 3 ] na 
equagao da dissociagao acida do H 2 CO 3 : 

_ [H+1[HC03~] _ [H+][HC03~] 

" [H2CO3] irHC02(d)] 


Agora, o equilibrio total para a dissociagao do H 2 CO 3 pode 
ser expresso nesses termos: 




[H+][HC 03 ~] 

[C02(d)] 


E possivel calcular o valor da nova constante, i^combmada? ^ ^ 
correspondente p^ aparente, on a partir dos valo- 

res determinados experimentalmente deZ^^ (3,0 X 10”^ m) e 
(2,7 X 10“'* M) a 37°C; 


^combinado = (3,0 X 10 ® M) (2,7 X 10 ^ M) 


= 8,1 X 10“'^ 


P^combinado 0,1 


Em analises clinicas, e comum se referir ao C 02 (d) 
como o acido conjugado e usar o valor de 6,1 do pZ^ aparen¬ 
te, on combinado, para simplificar os calculos de pH a partir 
da [C 02 (d)]. Nessa convengao. 


pH = 6,1 + log 


[HC03~] 

(0,23 X PCO 2 ) 


onde PCO 2 e expressa em quilopascais (kPa; PCO 2 tern va- 
lores de 4,6 a 6,7 kPa) e 0,23 e o coeficiente de solubilida- 
de correspondente para o CO 2 na agua; portanto, o termo 
0,23 X PCO 2 — 1,2 kPa. A [HCO3”] plasmatica normalmente 
e de cerca de 24 mM. ■ 


Diabetes nao tratado produz acidose que 
amea^aavida 


nam no sangue evoluiram para ter maxima atividade nes- 
se intervalo de pH. Enzimas mostram maxima atividade 
catalitica em um pH caracteristico, chamado de pH oti- 
mo (Figura 2-22). Para ambos os lados desse pH otimo, 
a atividade catalitica com frequencia declina rapidamen- 
te. Portanto, uma pequena mudanga no pH pode fazer 


0 plasma sanguineo humano normalmente tern um 
dH de 7,35 a 7,45, e muitas das enzimas oue funcio- 


uma grande diferenga na taxa de algumas reagoes cruciais 
catalisadas por enzimas. 0 controle biologico do pH das 
celulas e dos fluidos corporeos e de importancia central 
em todos os aspectos do metabolismo e atividades celula- 
res, e mudangas no pH sanguineo tern consequencias fi- 
siologicas marcantes (descritas com entusiasmo no Qua- 
dro 2 - 1 !). 

Em individuos com diabetes melito nao tratado, a fal- 
ta de insulina, ou a insensibilidade a insulina (dependendo 
do tipo de diabetes), interrompe a captagao de glicose do 
sangue para dentro dos tecidos e forga os tecidos a arma- 
zenar acidos graxos como combustivel principal. Devido a 
razoes que serao descritas em detalhes posteriormente (ver 
Figura 24-30), a dependencia dos acidos graxos resulta no 
acumulo de altas concentragoes de dois acidos carboxili- 
cos, o acido j 8 -hidroxibutirico e o acido acetoacetico (nivel 
de 90 mg/100 mL no plasma sanguineo, comparada com 
< 3 mg/100 mL nos individuos saudaveis; excregao urinaria 
de 5 g/24 h, comparada com <125 mg/24 h nos contro- 
les saudaveis). A dissociagao desses acidos diminui o pH 
do plasma sanguineo para valores de menos de 7,35, cau- 
sando acidose. Acidose grave leva a sintomas como dor de 
cabega, vomitos e diarreia, seguido de estupor, convulsoes 
e coma, provavelmente porque, no valor de pH mais baixo, 
algumas enzimas nao funcionam da melhor forma. Quan- 
do um paciente apresenta alta glicose no sangue, baixo pH 
plasmatico e altos niveis de acido /B-hidroxibutirico e acido 
acetoacetico na urina e no sangue, o diabetes melito e o 
diagnostico provavel. 

Outras condigoes tambem podem produzir acidose. 
Jejum e inanigao forgam o uso dos estoques de acidos 
graxos para produgao de energia, com as mesmas conse¬ 
quencias geradas pelo diabetes. Esforgo fisico exagerado. 



FIGURA 2-22 O pH otimo de algumas enzimas. A pepsina e uma 
enzima digestiva secretada no suco gastrico, que tern pH — 1,5, o que per- 
mite a enzima funcionar de forma otima. A tripsina, uma enzima digestiva 
que age no intestino delgado, tern um pH otimo que se assemelha ao 
pH neutro do lumen do intestino delgado. A fosfatase alcalina do tecido 
osseo e uma enzima hidrolitica que presumivelmente auxilia na minera- 
lizapao dos ossos. 
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^ MEDICINA 


Sendo sua propria cobaia (nao tente isso em casa!) 


Este e um relato de J. B. S. Haldane dos experimentos 
fisiologicos sobre o controle do pH sangmneo, do livro 
Mundos Possiveis (Harper and Brothers, 1928). 

“Eu queria descobrir o que aconteceria com um ho- 
mem se ele fosse mais acido on mais alcalino... Poder-se- 
-ia, claro, fazer experimentos em um coelho primeiro, e 
alguns trabalhos haviam sido feitos nesse sentido; mas e 
dificil, de qualquer forma, ter certeza como um coelho se 
sente. Na verdade, alguns coelhos nao levavam a serio a 
possibilidade de cooperar comigo. 

“(...) Um colega e eu entao comegamos a fazer expe¬ 
rimentos em nos mesmos (...) Meu colega Dr. H. W. Da¬ 
vies e eu nos tornamos alcalinos pela respiragao e pela 
ingestao de tudo que contivesse mais de 85,05 g de bi¬ 
carbonate de sodio. Tornamo-nos acidos ficando senta- 
dos em uma sala apertada contendo entre 6 e 7% de di¬ 
oxide de carbono no ar. Isso faz a respiragao hear como 
se recem tivessemos terminado uma regata de remo, e 
tambem da uma tremenda dor de cabega... Duas horas 
foi o maximo de tempo que alguem conseguiu permane- 
cer sob dioxide de carbono, mesmo se a camara de gas a 
nossa disposigao nao tivesse retido um odor irremovivel 
de gas mostarda de alguns experimentos de guerra, o 
qual faz lacrimejar quern quiser que entre nela. A coisa 
mais obvia a fazer foi tentar beber acido clondrico. Se 
tomassemos concentrado, isso dissolveria os dentes e 
queimaria a garganta, razao pela qual eu quis deixa-lo 
difundir-se suavemente em meu corpo. A concentra- 
gao maior que tive a coragem de ingerir foi aproxima- 
damente uma parte do acido comercial em cem partes 
de agua, mas meio litro foi o suficiente para mim, pois 
irritou minha garganta e estomago, enquanto mens cal- 
culos mostravam que eu precisaria de um galao e meio 
para obter o efeito que eu desejava... Argumentei que se 
cloreto de amonio fosse ingerido, ele poderia se disso- 
ciar parcialmente no corpo, liberando acido clondrico. 
Isso provaria estar correto... o hgado transforma amonia 
em uma substancia inofensiva chamada ureia antes que 
alcance o coragao e o cerebro depois de absorvida pelo 


intestine. 0 acido clondrico que foi deixado para tras 
combina-se com o bicarbonate de sodio, que existe em 
todos os tecidos, produzindo cloreto de sodio e dioxide 
de carbono. Esse gas foi produzido em mim dessa forma 
na taxa de 6,6 L por hora (embora nao por uma hora 
inteira nessa taxa)... 

“Eu estava bem satisfeito de reproduzir em mim o 
tipo de respiragao curta que ocorre nos estagios termi- 
nais de doengas dos rins e diabetes. Sabe-se, ha muito 
tempo, que isso e devido ao envenenamento por acido, 
mas em cada case o envenenamento e complicado por 
outras anormalidades quimicas, e nao se tern certeza 
quais os sintomas sao decorrentes do acido em si. 

“A cena agora muda para Heidelberg, onde Freuden- 
berg e Gyorgy estavam estudando o tetano em bebes... 
ocorreu a eles que poderia ser bastante valido tentar o 
efeito de aumentar de forma incomum a acidez do cor¬ 
po. Visto que o tetano havia sido ocasionalmente ob- 
servado em pacientes que foram tratados, por outras 
queixas, pela administragao de doses muito altas de 
bicarbonate de sodio, ou perderam grande quantidade 
de acido clondrico por constantes vomitos; e se alcali- 
nidade dos tecidos produzisse tetano, a acidez poderia 
ser uma expectativa de cura. Infelizmente, dificilmente 
se curaria um bebe moribundo colocando-o em uma sala 
cheia de acido carbonico, e ainda menos com a indica- 
gao de ingestao de acido clondrico; entao, nada poderia 
resultar dessa ideia, e eles estavam usando sais de lima, 
nao facilmente absorvidos no organismo, os quais per- 
turbam a digestao, mas certamente foram benefices em 
muitos cases de tetano. 

Entretanto, no memento em que leram o meu arti- 
go sobre os efeitos do cloreto de amonio, eles comega¬ 
ram a administra-lo aos bebes, e ficaram encantados ao 
descobrir que o tetano era eliminado em poucas horas. 
Desde entao, tern sido usado com sucesso na Inglaterra 
e na America, tanto em criangas como em adultos. Ele 
nao remove a causa, mas coloca o paciente em melhores 
condigoes de recuperagao.” 


como corrida para atletas ou ciclistas, leva a um acumu- 
lo temporario de acido lactico no sangue. A deficiencia 
renal resulta na diminuigao da capacidade de regular os 
niveis de bicarbonate. Doengas do pulmao (como enfise- 
ma, pneumonia e asma) reduzem a capacidade de dispo- 
nibilidade do COg produzido por oxidagao dos combusti- 
veis nos tecidos, com o resultante acumulo de HgCOg A 
acidose e tratada de acordo com a condigao apresentada 
- insulina para pessoas com diabetes; esteroides ou anti- 
bioticos para pessoas com doengas pulmonares. Acidose 
grave pode ser revertida pela administragao intravenosa 
de solugao de bicarbonate. ■ 


PROBLEMA RESOLVIDO 2-7 Tratamento de acidose com 
bicarbonato 


Por que a administragao intravenosa de uma solugao de bi¬ 
carbonato aumenta o pH do plasma sanguineo? 


Solugao: A razao entre [HCOg] e [C02(d)] determina o pH do 
tampao de bicarbonato, de acordo com a equagao 


pH = 6,1 log 


[HC03~] 

(0,23 X pCOa) 


Se [HCOg] aumenta sem mudanga no pCOg, o pH ira au¬ 
mentar. 
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RESUMO 2.3 Tamponamento contra mudan^as no pH em 
sistemas biologicos 

► Uma mistura de um acido fraco (ou base) e seus sais 
resiste a mudangas de pH causadas pela adigao de ou 
OH”. A mistura, portanto, funciona como tampao. 

► 0 pH de uma solugao de um acido ou base fraca e seus 
sais e dado pela equagao de Henderson-Hasselbalch: 

[A“] 

equagao: pH - pA^ + log 777 TT. 

[HAJ 

► Em celulas e tecidos, tampoes de fosfatos e bicarbona- 
tos mantem os fluidos intracelulares e extracelulares em 
seu pH otimo (fisiologico), que em geral e proximo de 
7. As enzimas costumam ter atividade otima nesse pH. 

► Condigoes de saude que diminuem o pH sanguineo, cau- 
sando acidose, ou aumentam, causando alcalose, podem 
ameagar a vida. 

2.4 A agua como reagente 

A agua nao e apenas o solvente no qual as reagoes quimicas 
das celulas vivas ocorrem; e muitas vezes um participante 
direto nessas reagoes. A formagao de ATP a partir de ADP 
e fosfato inorganico e um exemplo de uma reagao de con- 
densagao na qual os elementos da agua sao eliminados 
(Figura 2-23). 0 reverso dessa reagao - clivagem acom- 
panhada pela adigao de elementos da agua - e uma rea¬ 
gao de hidrolise. As reagoes de hidrolise sao tambem res- 
ponsaveis pela despolimerizagao enzimatica de proteinas, 
carboidratos e acidos nucleicos. As reagoes de hidrolise, 
catalisadas por enzimas chamadas de hidrolases, sao qua- 
se sempre exergonicas; pela produgao de duas moleculas a 
partir de uma, elas levam a um aumento do grau de desor- 
dem do sistema. A formagao de polimeros celulares a partir 
de suas subunidades por simples reversao da hidrolise (isto 
e, por reagoes de condensagao) seria endergonica e, por¬ 
tanto, nao ocorre. Como sera visto, as celulas evitam esse 
obstaculo termodinamico pelo acoplamento das reagoes de 
condensagao endergonicas a processos exergonicos, como 
a quebra da ligagao de anidrido no ATP. 

Voce esta consumindo oxigenio a medida que esta len- 
do. A agua e o dioxido de carbono sao os produtos finals 


R—O—P— OH + HO— P—0“ . R—O—P—O—P—0“ + H 2 O 

I I I I 

0 “ 0 “ 0 “ 0 “ 

(ADP) (ATP) 

Fosfoanidrido 

FIGURA 2-23 Partidpa^ao da agua nas reaves biologicas. ATP e um 

fosfoanidrido formado pela reapao de condensagao (perda de elementos da 
agua) entre ADP e fosfato. R representa o monofosfato de adenosina (AMP). 
Esta reagao de condensagao requer energia. A hidrolise do ATP (adigao de 
elementos da agua) para formar ADP e fosfato libera uma quantidade equi- 
valente de energia. Estas reagoes de condensagao e hidrolise do ATP sao so- 
mente um dos exemplos do papel da agua como reagente nos processos 
biologicos. 


de uma oxidagao de combustivel como a glicose. A reagao 
global pode ser descrita como: 

C0H12O6 + 6O2 —^ 6CO2 + 6H2O 

Glicose 

A “agua metabolica” formada pela oxidagao de alimentos 
e gorduras armazenadas e na verdade suficiente para per- 
mitir que alguns animals (gerbilos, ratos-canguru, camelos) 
sobrevivam por longos periodos de tempo em ambientes 
muito secos sem beber agua. 

0 CO 2 produzido por oxidagao da glicose e convertido 
nos eritrocitos ao produto mais soluvel HCOg, em uma rea¬ 
gao catalisada pela enzima anidrase carbonica: 

CO2 + H2O HCO3 + H+ 

Nessa reagao, a agua nao somente e um substrato, mas tam¬ 
bem age na transferencia de protons pela formagao de uma 
rede de moleculas de agua unidas por ligagoes de hidroge- 
nio onde ocorrem os saltos de protons (Figura 2-14). 

Plantas verdes e algas usam a energia da luz solar para 
quebrar a molecula de agua no processo de fotossintese: 

2H2O + 2 A ^ O2 + 2AH2 

Nessa reagao, A e uma especie aceptora de eletrons, que 
varia com o tipo de organismo fotossintetico, e a agua serve 
como doador de eletrons em uma sequencia de reagoes de 
oxidagao-redugao (ver Figura 19-59) fundamental para to- 
dos os organismos vivos. 

RESUMO 2.4 A agua como reagente 

► A agua e tanto o solvente no qual as reagoes metaboUcas 
ocorrem quanto um reagente em muitos processos bio- 
quimicos, incluindo hidrolise, condensagao e reagoes de 
oxidagao-redugao. 

2.5 0 ajuste do meio aquoso em 
organismos vivos 

Os organismos estao efetivamente adaptados aos seus am¬ 
bientes aquosos e desenvolveram meios de explorar as pro- 
priedades incomuns (peculiares) da agua. 0 alto valor do 
calor especifico da agua (a energia termica necessaria para 
aumentar a temperatura de 1 g de agua em 1°C) e util para 
celulas e organismos, pois permite que a agua atue como 
“tampao termico”, mantendo a temperatura de um orga¬ 
nismo relativamente constante enquanto a temperatura do 
meio ambiente flutua e ocorre geragao de calor como sub- 
produto do metabolismo. Alem disso, alguns vertebrados 
exploram o alto calor de vaporizagao da agua (Tabela 2-1) 
pelo uso do excesso de calor do corpo (portanto, perdem 
calor) para evaporar o suor. 0 alto grau de coesao interna 
da agua liquida, devido as ligagoes de hidrogenio, e explo- 
rado por plantas como meio de transportar nutrientes das 
raizes ate as folhas durante o processo de transpiragao. Ate 
a densidade do gelo, menor que a da agua liquida, tern con- 
sequencias biologicas no ciclo da vida de organismos aqua- 
ticos. As lagoas congelam de cima para baixo, e a camada de 
gelo isola a agua de baixo do ar frio, impedindo-a (e os or¬ 
ganismos nela) de congelar totalmente. Mais fundamental a 
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todos OS organismos vivos e o fato de muitas propriedades 
fisicas e quimicas das macromoleculas celulares, particular- 
mente as protemas e os acidos nucleicos, serem derivadas 
de suas interagoes com moleculas de agua do meio circun- 
dante. A influencia da agua no curso da evolugao biologica 
tern sido determinante e profunda. Se formas de vida se de- 
senvolveram em outro lugar no universo, sua semelhanga 
com as da Terra e improvavel, a menos que a agua liquida 
tambem seja abundante em seu planeta de origem. 
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Leituras adicionais 

Gerais 

Ball, P. (2001) Life’s Matrix: A Biography of Water, University of 
California Press, Berkeley, CA. 

Descrigao muito acessivel e divertida da agua, desde o Big Bang 
ate sens diversos papeis na quimica da vida. 

Denny, M.W. (1993) Air and Water: The Biology and Physics of 
Life’s Media, Princeton University Press, Princeton, NJ. 

Fantastica investigagao sobre a relevancia biologica das 
propriedades da agua. 

Eisenberg, D. & Kanzmann, W. (1969) The Structure and 
Properties of Water, Oxford University Press, New York. 

Tratamento classico e avangado sobre as propriedades fisico- 
-quimicas da agua e de interagoes hidrofobicas. 

Franks, F. & Mathias, S.F. (eds). (1982) Biophysics of Water, 
John Wiley & Sons, Inc., New York. 

Ampla colegao de artigos sobre a estrutura da agua pura e do 
citoplasma. 

Gerstein, M. & Levitt, M. (1998) Simulating water and the 
molecules of life. Sci. Am. 279 (November), 100-105. 

Descrigao bem ilustrada do uso da simulagao por computador 
para estudar as associagoes biologicamente importantes da agua com 
protemas e acidos nucleicos. 

Kandori, H. (2000) Role of internal water molecules in 
bacteriorhodopsin. Biophys. Acta 1460, 177-191. 

Revisao de nivel intermediario sobre o papel das cadeias internas 
das moleculas de agua no movimento de protons atraves dessa proteina. 


Kornblatt, J. & Kornblatt, J. (1997) The role of water in 
recognition and catalysis by enzymes. The Biochemist 19 (3), 14-17. 

Resumo breve e util sobre os modos pelos quais a agua ligada as 
protemas influencia a estrutura e a atividade proteica. 

Lemienx, R.U. (1996) How water provides the impetus for molecular 
recognition in aqueous solution. Acc. Chem. Res 29, 373-380. 

Estudo sobre o papel da agua na conexao do agucar com protemas. 

Luecke, H. (2000) Atomic resolution structures of bacterio- 
rhodopsin photocycle intermediates: the role of discrete water 
molecules in the function of this light-driven ion pump. Biochim. 
Biophys. Acta 1460, 133-156. 

Revisao avangada sobre uma bomba de protons que utiliza uma 
cadeia interna de moleculas de agua. 

Nicolls, P. (2000) Introduction: the biology of the water molecule. 
Cell. Mol. Life Sci. 57, 987-992. 

Breve revisao sobre as propriedades da agua, apresentando 
muitas revisoes avangadas publicadas no mesmo volume (ver 
especialmente Rocker, 2000, e Rand et al, 2000, adiante). 

Symons, M.C. (2000) Spectroscopy of aqueous solutions: protein 
and DNA interactions with water. Cell. Mol. Life Sci. 57, 999-1007. 

Wiggins, P.M. (1990) Role of water in some biological processes. 
Microbiol. Rev. 54, 432-449. 

Revisao sobre a agua na biologia, incluindo uma discussao da 
estrutura fisica da agua liquida, suas interagoes com biomoleculas, e o 
estado da agua nas celulas vivas. 

Osmose 

Cayley, D.S., Gnttman, H.J., & Record, M.T., Jr. (2000) 
Biophysical characterization of changes in amounts and activity of 
Escherichia coli cell and compartment water and turgor pressure in 
response to osmotic stress. Biophys. J. 78, 1748-1764. 

Investigagao fisica avangada da fragao de agua citoplasmatica da 
bacteria Escherichia coli cultivada em meios com osmolaridades 
diferentes. (Ver tambem Record et al, 1998, abaixo.) 

Rand, R.P., Parsegian, V.A., & Ran, D.C. (2000) Intracellular 
osmotic action. Cell. Mol. Life Sci. 57, 1018-1032. 

Revisao dos papeis da agua na catalise enzimatica revelados por 
estudos em solutes com pouca quantidade de agua. 

Record, M.T., Jr., Conrtenay, E.S., Cayley, D.S., & Gnttman, 

H.J. (1998) Responses ofE. coli to osmotic stress: large changes in 
amounts of cytoplasmic solutes and water. Trends Biochem. Sci. 23, 
143-148. 

Revisao de nivel intermediario sobre os caminhos nos quais 
uma celula bacteriana se opoe as alteragoes na osmolaridade do seu 
ambiente. 

Zonia, L., & Mnnnik, T. (2007) Life under pressure: hydrostatic 
pressure in cell growth and function. Trends Plant Sci. 12, 90-97. 

Interagoes fracas em sistemas aquosos 

Baldwin, R.L. (2007) Energetics of protein folding. J. Mol. Biol. 371, 
282-301. 

Discussao avangada dos fatores termodinamicos, incluindo 
interagoes fracas, que determina o curso de dobras de proteinas. 

Ball, P. (2008) Water as an active constituent in cell biology. Chem. 
Rev. 108, 74-108. 

Discussao avangada sobre o papel da agua nas estruturas e 
fungoes biologicas. 

Blokzijl, W. & Engberts, J.B.F.N. (1993) Hydrophobic effects. 
Opinions and facts. Arzp'em. Chem. Int. Ed. Engl. 32,1545-1579. 
Analise importante, avangada e monumental. 

Chaplin, M. (2006) Do we underestimate the importance of water in 
cell biology? Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 7, 861-866. 
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Fersht, A.R. (1987) The hydrogen bond in molecular recognition. 
Trends Biochem. Sci. 12,301-304. 

Discussao quantitativa clara e breve da contribuigao das ligagoes 
de hidrogenio ao reconhecrmento molecular e a catalise enzimatica. 

Jeffrey, G.A. (1997) An Introduction to Hydrogen Bonding, 
Oxford University Press, New York. 

Discussao avangada e detalhada da estrutura e das propriedades 
de ligagoes de hidrogenio, incluindo aquelas na agua e nas 
biomoleculas. 

Kauzmann, W. (1959) Some factors in the interpretation of protein 
denaturation. Protein Chem. 14, 1-63. 

Conhecimento classico sobre a importancia de interagoes 
hidrofobicas na estabilidade de proteinas. 

Ladbury, J. (1996) Just add water! The effect of water on the 
specificity of protein-ligand binding sites and its potential application 
to drug design. Chem. Biol. 3, 973-980. 

Levy, Y. & Onuchic, J.N. (2006) Water mediation in protein folding 
and molecular recognition. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 35, 

389-415. 

Discussao avangada sobre o papel da agua na estrutura das 
proteinas. 

Martin, T.W. & Derewenda, Z.S. (1999) The name is bond—H 
bond. Nat. Struct. Biol. 6, 403-406. 

Breve revisao sobre a evidencia de que as ligagoes de hidrogenio 
tern algum carater covalente. 

Pace, C.N. (2009) Energectics of protein hydrogen bonds. Nat. 
Struct. Mol. Biol. 16, 681-682. 

Breve descrigao das contribuigoes historicas para compreender a 
forga das ligagoes de hidrogenio em proteinas. 

Pocker, Y. (2000) Water in enzyme reactions: biophysical aspects of 
hydration-dehydration processes. Cell. Mol. Life Sci. 57, 1008-1017. 

Revisao sobre o papel da agua na catalise enzimatica, com a 
anidrase carbonica como exemplo de destaque. 

Schwabe, J.W.R. (1997) The role of water in protein-DNA 
interactions. Curr. Opin. Struct. Biol. 7, 126-134. 

Uma analise do papel da agua tanto na especificidade quanto na 
afinidade de interagoes entre proteinas e DNA. 


^ 4. Acidez do HCl gastrico. No laboratorio de um 

__ hospital, uma amostra de 10 mL de suco gastrico, obtida 

muitas horas depois de uma refeigao, foi titulada com 0,1 m 
NaOH ate a neutralidade; foram necessaries 7,2 mL de NaOH. 
0 estomago do paciente nao continha nenhuma comida ou be- 
bida, entao se presume que nao exista nenhum tampao presen¬ 
te. Qual era o pH do suco gastrico? 

5. Calculo do pH de um acido ou base forte, (a) Es- 

creva a reagao de dissociagao acida para o acido cloridrico. 
(b) Calcule o pH de uma solugao de 5,0 X 10“^ m de HCl. (c) 
Escreva a reagao de dissociagao acida para o hidroxido de 
sodio. (d) Calcule o pH de uma solugao de 7, 0 X 10”^ m de 
NaOH. 

6. Calculo do pH a partir da concentragao de um aci¬ 
do forte. Calcule o pH de uma solugao preparada pela di- 
luigao de 3,0 mL de HCl 2,5 m ate um volume final de 100 mL 
com agua. 

7. Medida dos niveis de acetilcolina pela mudanga do 

pH. A concentragao de acetilcolina (um neurotransmissor) 
em uma amostra pode ser determinada a partir da mudanga de 
pH que acompanha a sua hidrolise. Quando a amostra e incuba- 
da com a enzima acetilcolinesterase, a acetilcolina e convertida 
a colina e acido acetico, que se dissocia nas formas acetato e 
ion hidrogenio: 


O 


CHs 


CHo—C—O—CHo—CHo—N—CHs 


CH, 


Acetilcolina 


H2O 


CH3 

HO—CHo—CH,—N—CHo + CH,—C—Q- + H^ 


I 

CH, 


Colina 


O 

Acetato 


Stillinger, F.H. (1980) Water revisited. Science 209, 451-457. 

Breve revisao da estrutura fisica da agua, incluindo a importancia 
de ligagoes de hidrogenio e a natureza das interagoes hidrofobicas. 

Tanford, C. (1978) The hydrophobic effect and the organization of 
living matter. Science 200, 1012-1018. 

Classica revisao sobre as bases quimicas e energeticas das 
interagoes hidrofobicas entre biomoleculas em solugoes aquosas. 

Acidos e bases fracas, e tampdes: problemas para praticar 

Segel, I.H. (1976) Biochemical Calculations, 2nd edn, John Wiley 
& Sons, Inc., New York. 


Problemas 

1. Solubilidade do etanol em agua. Exphque por que 0 eta- 
nol (CHgCH20H) e mais soluvel na agua que 0 etano (CHgCHg). 

2. Calculo do pH a partir da concentragao do ion hidro- 
genio. Qual e o pH de uma solugao com concentragao de H^ 
de (a) 1,75 X 10^®mol/L; (b) 6,50 X 10’“mol/L; (c) 1,0 X 10^ 
moVL; (d) 1,60 X lO’^^moVL? 

3. Calculo da concentragao de ions hidrogenio a partir 

do pH. Qual e a concentragao de H^ de uma solugao com pH 
de (a) 3,82; (b) 6,52; (c) 11,11? 


Em uma analise tipica, 15 mL de uma solugao aquosa contendo 
uma quantidade desconhecida de acetilcolina tinham pH 7,65. 
Quando incubada com acetilcolinesterase, o pH da solugao di- 
minuiu para 6,87. Supondo que nao havia tampao na mistura 
de teste, determine o numero de mols de acetilcolina em 15 mL 
de amostra. 

8. Significado fisico do Qual das solugoes aquosas 
seguintes tern o menor pH: 0,1 M de HCl, 0,1 M de acido acetico 
(jpK^ = 4,86), e 0,1 M de acido formico (j)K^= 3,75)? 

9. Media de e p^^. (a) Um acido forte tern tendencia 
maior ou menor de perder seu proton para um acido fraco? 
(b) Um acido forte tern maior ou menor que um acido fra¬ 
co? (c) Um acido forte tern piT^ maior ou menor que um acido 
fraco? 

10. Vinagre simulado. Uma maneira de fabricar vinagre 
(nao a preferida) e pela preparagao de uma solugao de aci¬ 
do acetico, o unico componente acido do vinagre, em um pH 
correto (ver Figura 2-15), e a adigao de agentes condimen- 
tares adequados. 0 acido acetico (M^ 60) e liquido a 25°C, 
com densidade de 1,049 g/mL. Calcule o volume que deve ser 
adicionado a agua destilada para fazer 1 L de vinagre simulado 
(ver Figura 2-16). 
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11. Identificando a base conjugada. Qual e a base conju- 
gada em cada um dos pares abaixo: 

(a) RCOOH, RCOO“ (c) H 2 P 04 “, H 3 PO 4 

(b) RNH 2 , RNHg^ (d) H 2 CO 3 , HCO 3 

12. Calculo do pH de uma mistura de um acido fraco e 
sua base conjugada. Calcule o pH de uma solugao dilmda que 
contem a razao molar entre o acetato de potassio e o acido ace- 
tico (piC, = 4,76) de: (a) 2:1; (b) 1:3; (c) 5:1; (d) 1:1; (e) 1:10. 

13. Efeito do pH na solubilidade. As propriedades alta- 
mente polares das ligagoes de hidrogenio da agua a tornam um 
excelente solvente para especies ionicas (carregadas). Em con- 
trapartida, moleculas organicas nao ionizadas e apolares, como 
benzene, sao relativamente insoluveis em agua. Em principio, 
a solubilidade aquosa de qualquer acido ou base organica pode 
ser aumentada pela conversao das moleculas em suas especies 
ionicas. Por exemplo, a solubilidade do acido benzoico em agua 
e baixa. A adigao de bicarbonate de sodio em uma mistura de 
agua e acido benzoico aumenta 0 pH e desprotona 0 acido ben¬ 
zoico, formando benzoate, que e totalmente soluvel em agua. 



Acido benzoico Ion benzoato 


Os compostos a seguir sao mais soluveis em solugao aquosa de 
0,1 M de NaOH ou 0,1 m de HCl? (Os protons dissociados sao 
mostrados em vermelho.) 



Ion piridina y^-naftol 

pi^a-5 pi^a-10 


(a) 


(b) 



AT-Acetiltirosina-metil-ester 

pi^a-10 

(c) 


T 


14. Tratamento de erupgoes da pele causadas 
pela hera venenosa. (Toxodendron radicans). Os 
componentes da hera venenosa que produzem uma coceira ca- 
ractenstica sao catecois contendo cadeias longas alquil. 


Se voce fosse exposto a hera venenosa, qual dos tratamentos 
abaixo voce escolheria para aplicar na area afetada? Justifique 
sua resposta. 

(a) Lavar a area com agua fria. 

(b) Lavar a area com vinagre diluido ou suco de limao. 

(c) Lavar a area com sabao e agua. 

(d) Lavar a area com sabao, agua e bicarbonato de sodio. 

1 15. pH e absorgao de farmacos. A aspirina e um aci- 
■ ^ do fraco com de 3,5 (o H ionizavel e mostrado em 
vermelho): 



Ela e absorvida para o sangue pelas celulas que revestem 
o estomago e o intestino delgado. A absorgao requer a pas- 
sagem atraves da membrana plasmatica, cuja velocidade e 
determinada pela polaridade da molecula: moleculas car¬ 
regadas e altamente polares passam lentamente, enquanto 
moleculas hidrofobicas neutras passam rapidamente. 0 pH 
do conteudo estomacal e de cerca de 1,5, e o pH do con- 
teudo do intestino delgado e de aproximadamente 6 . A maior 
quantidade de aspirina na corrente sanguinea foi absorvida 
no estomago ou no intestino delgado? Justifique claramente 
a sua escolha. 

16. Calculo do pH a partir das concentragoes molares. 

Qual e o pH de uma solugao que contem 0,12 mol/L de NH4CI e 
0,03 mol/L de NaOH QpK^ do NH^/NHg e 9,26)? 

17. Calculo do pH apos a titulagao com um acido fraco. 

Um composto tern pK^ de 7,4. Em 100 mL de uma solugao de 
1,0 M desse composto a pH 8,0 e adicionado 30 mL de uma 
solugao 1,0 m de acido cloridrico. Qual e o pH da solugao 
resultante? 

18. Propriedades de um tampao. 0 aminoacido glicina 
e frequentemente usado como o ingrediente principal de um 
tampao em experimentos de bioquimica. 0 grupo amino da gli¬ 
cina, que tern pK^ de 9,6, pode existir tanto na forma protonada 
(—NHg) quanto como base livre (—NHg), devLdo ao equilibrio 
reversivel: 


R—NHg"" R—NHg + H"" 

(a) Em qual intervalo de pH a glicina pode ser usada como 
tampao efetivo devido ao seu grupo amino? 

(b) Em uma solugao de 0,1 m de glicina em pH 9, qual a fra- 
gao de glicina que tern os seus grupos amino na forma — NHg ? 

(c) Quanto de KOH 5 m deve ser adicionado em 1 L de uma 
solugao de glicina de 0,1 m a pH 9,0 para mudar o pH para exa- 
tamente 10 , 0 ? 

(d) Quando 99% da glicina estao na forma —NH^, qual e 
a relagao numerica entre o pH da solugao e o pK^ do grupo 
amino? 



OH 

(CH2),-CH3 


19. Calculo do de um grupo ionizavel por titulagao. 

Os valores pK^ de um composto com dois grupos ionizaveis sao 
pK^ = 4,10 e pAg entre 7 e 10. Uma bioquimica tern 10 mL de 
uma solugao 1,0 m desse composto com um pH em 8,00. Ela 
adiciona 10,0 mL de 1,00 m de HCl, o que muda o pH para 3,20. 
Quanto e pAg? 
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20. Calculo do pH de uma solu^ao de acido poliprotico. 

Histidina tern gmpo ionizavel com valores pK^ de 1,8; 6,0 e 9,2, 
como mostrado abaixo (His = gmpo imidazol). Uma bioqui- 
mica tern 100 mb de uma solugao 0,100 m de histidina com pH 
5,40. Ela entao adiciona 40 mb de 0,10 m HCl. Qual e o pH da 
solugao resultante? 


COOH 

1 

coo- 


coo- 

1 


COO- 

1 

CH 

H 3 N—CH 

H 3 N- 

-CH 

1 

H 2 N- 

-CH 

CH 2 H 

CH 2 H 


CH 2 H 


CH 2 H 

1 

1 


1 


1 

^ \ 

1 >H 

^ Lj 

6,0 

P^ 2 , 

? \ 

9,2 

P^3. 


/CH 

C^ - 

/CH 

U/ 

h^n 

h^n 


h^n 


h^n 

H 

H 






Gmpo —COOH: 
ionizante 


: -COO- 


-nh; 


28. Uso das concentragoes molares para calculo do pH. 

Qual e o pH de uma solugao que contem 0,20 m de acetato de 
sodio e 0,60 m de acido acetico. (pTT^ = 4,76)? 

29. Preparagao de um tampao acetato. Calcule as con- 
centragoes de acido acetico (pTT^ = 4,76) e acetato de sodio 

necessarias para preparar uma solugao 
tampao 0,2 m de pH= 5,0. 

30. pH de uma secregao de defesa 
de um inseto. Voce ja deve ter ob- 
servado um inseto que se defende dos 
inimigos pela secregao de um liquido 
caustico. Uma analise do liquido mostra 
uma concentragao total de formato mais 
acido formico {K^ = 1,8 X 10“^) de 1,45 
M. A concentragao do ion formato e de 
0,015 M. Qual e o pH da secregao? 


,CH 


-NHo 




-His 


21. Calculo do pH original a partir do pH final apos 
titulagao. Uma bioquimica tern 100 mb de uma solugao a 
0,10 M de um acido fraco com piT^ de 6,3. Ela adiciona 6,0 mb 
de 1,0 M HCl, o que muda o pH para 5,7. Qual e o pH original 
da solugao? 


31. Calculo de pA"^. Um composto 
desconhecido, X, tern um gmpo car- 
boxilico com pZ^ de 2,0 e outro gmpo 
ionizavel com pA^ entre 5 e 8. Quando 75 mb de de NaOH 0,1 
M e adicionado a 100 mb de uma solugao 0,1 m de X em pH 
2,0, o pH aumenta para 6,72. Calcule o pTC^ do segundo gmpo 
ionizavel de X. 


22. Preparagao de um tampao fosfato. Qual a razao mo¬ 
lar de HPOf" para H2PO4 em solugao que produziria um pH de 
7,0? Acido fosforico (H3PO4), um acido triprotico, tern tres va¬ 
lores de piC^: 2,14, 6,86 e 12,4. Dica: somente um dos valores 
de pA^ e relevante. 

23. Preparagao de um tampao-padrao para calibra- 
gao de um pH-metro. 0 eletrodo de vidro usado em pH- 
-metros comerciais fornece uma resposta eletrica proporcio- 
nal a concentragao dos ions de hidrogenio. Para converter 
essas respostas para uma leitura de pH, o eletrodo deve ser 
calibrado com solugoes padrao de concentragao de H^ co- 
nhecida. Determine a massa em gramas de fosfato acido de 
sodio (NaH 2 P 04 • H 2 O; MM 138) e fosfato de dissodico (Na 2 H- 
PO 2 ; MM 142) necessaria para preparar 1 b de um tampao 
padrao a pH 7 com concentragao total de fosfato de 0,100 m 
(ver Figura 2-16). Ver no problema 22 os valores de pA^ do 
acido fosforico. 

24. Calculo da razao molar entre a base conjugada e 
o acido fraco a partir do pH. Para um acido fraco com um 
pA^^ de 6, calcule a razao da base conjugada para o acido em 
pH 5,0. 

25. Preparagao de um tampao de forga e pH conhe- 
cidos. Dadas as solugoes de 0,10 m de acido acetico (pA^ = 
4,76) e acetato de sodio, descreva como voce poderia preparar 
1,0 b de tampao de acetato de pH 4,0. 

26. Escolha de acido fraco para tampao. Qual des¬ 
ses compostos seria o melhor tampao em pH 5,0: acido for¬ 
mico (pA^= 3,8), acido acetico (pA^ = 4,76) ou etilamina 
(pA^ = 9,0)? Justifique brevemente sua resposta. 

27. Trabalhando com tampdes. Um tampao contem 0,010 
mol de acido lactico (pA^^ = 3,86) e 0,050 mol de lactato de 
sodio por litro. (a) Calcule o pH do tampao. (b) Calcule a mu- 
danga no pH quando 5 mb de HCl 0,5 M e adicionado em 1 b de 
tampao. (c) Que mudanga de pH voce esperaria se adicionasse 
a mesma quantidade HCl em 1 b de agua pura? 


32. Formas ionicas da alanina. A alanina e um acido di- 
protico que pode sofrer duas reagoes de dissociagao (consultar 
na Tabela 3-1 os valores de pAJ. (a) Dada a estrutura parcial- 
mente protonada (ou zwitterionica; ver Figura 3-9) abaixo, de- 
senhe as estruturas quimicas das outras duas formas da alanina 
que predominam em solugao aquosa: a forma totalmente pro¬ 
tonada e a forma totalmente desprotonada. 

COO- 

+ I 

H3N—c—H 

CH3 

Alanina 

Qual das tres formas possiveis da alanina pode estar presente 
em maior concentragao em solugoes com os seguintes pH: (b) 
1,0; (c) 6,2; (d) 8,02; (e) 11,9. Explique sua resposta de acordo 
com o pH relacionado aos dois valores de pA^. 

33. Controle do pH sanguineo pela taxa de respiragao. 

(a) A pressao parcial do CO 2 nos pulmoes pode variar ra- 
pidamente pela taxa de respiragao e profundidade da respira¬ 
gao. Por exemplo, um remedio comum para aliviar solugos e o 
aumento da concentragao de CO 2 nos pulmoes. Isso pode ser 
atingido prendendo a respiragao, respirando lenta e superfi- 
cialmente (hipoventilagao) ou respirando dentro de um saco 
de papel. Sob essas condigoes, o PCO 2 no espago aereo dos pul¬ 
moes sobe acima do normal. Explique em termos qualitativos o 
efeito desses procedlmentos no pH sanguineo. 

(b) Uma pratica comum entre competidores de corrida de 
curta distancia e a respiragao rapida e profunda (hiperventi- 
lagao) por cerca de meio minuto para remover o excesso de 
CO 2 de sens pulmoes um pouco antes da corrida comegar. 0 
pH sanguineo pode aumentar para 7,6. Explique por que o pH 
sanguineo aumenta. 

(c) Durante uma corrida de curta distancia, os musculos 
produzem grande quantidade de acido lactico (CHgCH(OH) 
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COOH; =1,38 X 10^^ m) a partir da glicose armazenada. Ten- 
do em vista esse fato, por que a hiperventilagao antes de uma 
corrida pode ser util? 

34. Calculo de pH sangumeo a partir dos niveis de COg 
e bicarbonate. Calcule o pH de uma amostra de plasma san- 
gnineo com uma concentragao de COg total de 26,9 mM e de bi¬ 
carbonate de 25,6 mM. Lembre-se da p. 67, que o relevante 
do acido carbonico e 6 , 1 . 

35. Efeito de prender a respiragao no pH sangnineo. 0 

pH dos fluidos extracelulares e tamponade pela razao entre 
bicarbonate e acido carbonico sangnineo. Prender a respira- 
gao pode aumentar os niveis de CO 2 no sangue. Que efeito isso 
pode ter no pH dos fluidos extracelulares? Explique mostran- 
do a equagao( 6 es) de equilibrio relevante (s) para esse sistema 
tampao. 


Problema de analise de dados 

36. Snrfactantes “reversiveis” Moleculas hidrofobicas 
nao se dissolvem bem em agua. Dado que a agua e um solven- 
te muito comum, isso torna alguns processes muito dificeis: 
retirar o residue oleoso de alimentos dos prates, limpar oleo 
derramado, manter a fase oleosa e a aquosa das saladas bem 
misturadas e fazer reagoes quimicas que envolvam componen- 
tes hidrofilicos e hidrofobicos. 

Snrfactantes sao uma classe de compostos anfipaticos que 
incluem saboes, detergentes e emulsificantes. Com o uso de 
snrfactantes, compostos hidrofobicos podem ser suspenses em 
solugoes aquosas pela formagao de micelas (ver Figura 2-7). 
Uma micela tern um nucleo hidrofobico consistindo em com¬ 
postos hidrofobicos e as “caudas” hidrofobicas do surfactante; 
“as cabegas” hidrofilicas do surfactante cobrem a superficie 
da micela. Uma suspensao de micelas e chamada de emulsao. 
Quanto mais hidrofilico o grupo que compoe a cabega do sur¬ 
factante, mais poderoso ele e, ou seja, maior a sua capacidade 
de emulsificar material hidrofobico. 

Quando se utiliza sabao para remover a gordura de prates 
sujos, o sabao forma uma emulsao com a gordura, facilmente re- 
movida pela agua por meio das interagoes com a cabega hidro- 
filica das moleculas de sabao. Da mesma forma, um detergente 
pode ser usado para emulsificar oleo derramado para a remogao 
com agua. E emulsificantes em molhos industrializados de sala¬ 
das mantem o oleo suspense na mistura a base de agua. 

Existem algumas situagoes nas quais seria muito util ter um 
surfactante “reversivel”: uma molecula que poderia ser reversi- 
velmente convertida nas formas surfactante e nao surfactante. 

a) Imagine que esse surfactante coringa exista: como voce 
poderia usa-lo para limpar um derramamento de oleo e depois 
recuperar o oleo? 

Liu e colaboradores descrevem um prototipo de surfactan¬ 
te reversivel no artigo de 2006 “snrfactantes reversiveis”. A re- 
versibilidade e baseada na seguinte reagao: 


CH 3 


N' 




"N-CH3 
CH3 

Forma amidina 


+ COo + HoO 


CH3 

R C 

N.^'''xN-CH3 

I + I 

H CH3 

Forma amidinio 


HCO3 


(b) Dado que o pK^ de um ion amidinio tipico e 12,4, em 
qual diregao (esquerda ou direita) voce esperaria que o equili¬ 
brio da reagao acima de deslocasse? (Ver na Figura 2-16 os va- 
lores de pK^ relevantes.) Justifique sua resposta. Dica: lembre- 
-se da reagao H 2 O + CO 2 H 2 CO 3 . 

Liu e colaboradores produziram um surfactante reversivel 
no qual R = CigH 33 . Eles nao dao nenhum nome a molecula no 
artigo, sendo aqui chamada de s-surf. 

(c) A forma amidinio do s-surf e um surfactante poderoso; 
a amidina nao e. Explique essa observagao. 

Liu e colaboradores descobriram que poderiam revezar en¬ 
tre as duas formas do s-surf pela mudanga do gas que eles bor- 
bulhavam atraves de uma solugao do surfactante. Eles demons- 
traram essa mudanga pela medida da condutividade eletrica da 
solugao de s-surf; solugoes aquosas de compostos ionicos apre- 
sentam maior condutividade que solugoes de compostos nao 
ionicos. Eles comegaram com uma solugao da forma amidina 
do s-surf em agua. Sens resultados estao demonstrados abaixo; 
as linhas tracejadas indicam a mudanga do gas usado. 

Gas borbulhado: CO2 Ar CO2 Ar 



(d) Em qual forma a maior parte do s-surf encontra-se no 
ponto A? E no ponto B? 

(e) Por que a condutividade eletrica aumenta do tempo 0 
ao ponto A? 

(f) Por que a condutividade eletrica decresceu do ponto A 
para o ponto B? 

(g) Explique como voce poderia usar s-surf para limpar e 
recuperar oleo de um derramamento de oleo. 

Referenda 

Liu, Y., Jessop, P.G., Cunningham, M., Eckert, C.A., & 
Liotta, C.L. (2006) Switchable surfactants. Science 313, 
958-960. 
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P rotemas controlam praticamente todos os processos 
que ocorrem em uma celula, exibindo uma quase infi- 
nita diversidade de fungoes. Para explorar o mecanis- 
mo molecular de um processo biologico, um bioqmmico 
estuda quase que inevitavelmente uma ou mais protemas. 
Protemas sao as macromoleculas biologicas mais abundan- 
tes, ocorrendo em todas as celulas e em todas as partes das 
celulas. As protemas tambem ocorrem em grande varieda- 
de; milhares de diferentes tipos podem ser encontrados em 
uma unica celula. Como os arbitros da fungao molecular, as 
protemas sao os produtos finals mais importantes das vias 
de informagao discutidas na Parte III deste livro. As protei- 
nas sao os instrumentos moleculares pelos quais a informa¬ 
gao genetica e expressa. 

Subunidades monomericas relativamente simples for- 
necem a chave da estrutura de milhares de protemas di¬ 
ferentes. As protemas de cada organismo, da mais simples 
das bacterias aos seres humanos, sao construidas a partir 
do mesmo conjunto onipresente de 20 aminoacidos. Como 


cada um desses aminoacidos tern uma cadeia lateral com 
propriedades quimicas caracteristicas, esse grupo de 20 
moleculas precursoras pode ser considerado o alfabeto no 
qual a linguagem da estrutura proteica e lida. 

Para gerar uma determinada proteina, os aminoacidos se 
ligam de modo covalente em uma sequencia linear caracte- 
ristica. 0 mais marcante e que as celulas produzem protei- 
nas com propriedades e atividades completamente diferen¬ 
tes ligando os mesmos 20 aminoacidos em combinagoes e 
sequencias muito diferentes. A partir desses blocos de cons- 
trugao, diferentes organismos podem gerar produtos tao di- 
versos como enzimas, hormonios, anticorpos, transportado- 
res, fibras musculares, protemas das lentes dos olhos, penas, 
teias de aranha, chifres de rinocerontes, protemas do leite, 
antibioticos, venenos de cogumelos e uma miriade de ou- 
tras substancias com atividades biologicas distintas (Figura 
3-1). Entre esses produtos de protemas, as enzimas sao as 
mais variadas e especializadas. Como catalisadoras de quase 
todas as reagoes celulares, as enzimas sao uma das chaves 
para compreensao da quimica da vida e, assim, fornecem um 
ponto central para qualquer curso de bioquimica. 

Estruturas e fungoes de protemas sao os topicos deste 
e dos proximos tres capitulos. Aqui, primeiro e feita uma 
descrigao das propriedades quimicas fundamentals dos 
aminoacidos, peptideos e proteinas. Tambem e abordado 
como um bioquimico trabalha com proteinas. 



FIGURA 3-1 Algumas fun^es de protemas. (a) A luz produzida por 
vaga-lumes e o resultado de uma reapao envolvendo a proteina luciferina e 
ATP, catalisada pela enzima luciferase (verQuadro 13-1). (b) Eritrocitos con- 
tern grandes quantidades da proteina transportadora de oxigenio hemoglo- 
bina. (c) A proteina queratina, produzida por todos os vertebrados, e o com- 
ponente estrutural principal de pelos, escamas, chifres, la, unhas e penas. 0 


rinoceronte preto esta proximo da extinpao em ambiente natural devido a 
crenpa encontrada em algumas partes do mundo de que o p6 do seu chifre 
tern propriedades afrodisiacas. Na verdade, as propriedades quimicas do p6 
de chifre de rinoceronte nao sao diferentes daquelas do p6 dos cascos de 
bovinos e das unhas humanas. 
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3.1 Aminoacidos 

^ Arquitetura proteica - aminokidos Protemas sao polimeros de 
aminoacidos, com cada residue de aminoacido unido ao 
sen vizinho por um tipo especifico de ligagao covalente (o 
termo “residuo” reflete a perda de elementos de agua quan- 
do um aminoacido e unido a outro). As protemas podem ser 
degradadas (hidrolisadas) em sens aminoacidos constituin- 
tes por varios metodos, e os estudos mais iniciais de protei- 
nas naturalmente se concentraram nesses aminoacidos li- 
vres delas derivados. Vinte aminoacidos diferentes sao 
comumente encontrados em protemas. 0 primeiro a ser 
descoberto foi a asparagina, em 1806. 0 ultimo dos 20 a ser 
descoberto (treonina) nao havia sido identificado ate 1938. 
Todos os aminoacidos tern nomes comuns ou triviais, em al- 
guns cases derivados da fonte da qual foram primeiramente 
isolados. A asparagina foi descoberta pela primeira vez no 
aspargo e o glutamate no gluten do trigo; a tirosina foi isola- 
da a primeira vez a partir do queijo (seu nome e derivado do 
grego tyros, “queijo”); e a glicina (do grego glykos, “doce”) 
foi assim denominada devido ao seu sabor adocicado. 


Aminoacidos compartilham caracteristicas 
estruturais comuns 

Todos OS 20 tipos de aminoacidos comuns sao a-aminoaci- 
dos. Eles tern um grupo carboxila e um grupo amino ligados 
ao mesmo atomo de carbono (o carbono a) (Figura 3-2). 
Diferem uns dos outros em suas cadeias laterals ou grupos 
R, que variam em estrutura, tamanho e carga eletrica, e que 
influenciam a solubilidade dos aminoacidos em agua. Alem 
desses 20 aminoacidos, ha muitos outros menos comuns. 
Alguns sao residues modificados apos a sintese de uma 
proteina; outros sao aminoacidos presentes em organismos 
vivos, mas nao como constituintes de protemas. Foram atri- 
buidas aos aminoacidos comuns das protemas abreviagoes 
de tres letras e simbolos de uma letra (Tabela 3-1), utiliza- 
dos como abreviaturas para indicar a composigao e a se- 
quencia de aminoacidos polimerizados em protemas. 

C0NVEN?A0-CHAVE: 0 codigo de tres letras e transparente; as 
abreviagoes em geral consistem nas tres primeiras letras do 
nome do aminoacido. 0 codigo de uma letra foi concebido por 
Margaret Oakley Dayhoff, considerada por muitos a fundado- 
ra do campo da bioinformatica. 0 codigo de uma letra reflete 
uma tentativa de reduzir o tamanho dos arquivos de dados 
(em uma epoca da computagao de cartoes perfurados) utiliza- 
dos para descrever as sequencias de aminoacidos. Foi desen- 
voMdo para ser facilmente memorizado, e a compreensao de 
sua origem pode ajudar os estudantes a fazer exatamente isso. 
Para seis aminoacidos (CHIMSV), a primeira letra do nome 
do aminoacido e unica e, portanto, utilizada como o simbolo. 



FIGURA 3-2 Estrutura geral de um ami¬ 
noacido. Esta estrutura e comum a todos os 
tipos de Q!-aminoacidos, exceto um (a prolina, 
aminoacido ciclico, e a excepao). 0 grupo R, 
ou cadeia lateral (roxo), ligado ao carbono a 
(cinza) e diferente em cada aminoacido. 


Para cinco outros (AGLPT), a 
primeira letra nao e unica, mas e 
atribuida ao aminoacido mais co¬ 
mum em protemas (por exem- 
plo, leucina e mais comum do 
que lisina). Para outros quatro, 
a letra utilizada e foneticamen- 
te sugestiva (RFYW: aRginina, 
Fenilalanina, tirosina [do ingles 
tYrosine], triptofano [do ingles 
tWiptophan\). Os demais foram 
mais dificeis de nomear. Para 
Margaret Oakley Dayhoff, quatro (DNEQ), foram atribui- 

1925-1983 q -^3 letras encontradas em seus 

nomes ou sugeridas por eles (as- 
partico [do ingles asparDic], asparagiNa, glutamico [do ingles 
glutamEke], glutamina [do ingles Q-tamine]). Faltava a lisi¬ 
na. Sobravam poucas letras no alfabeto, e a letra K foi escolhi- 
da porque era a mais proxima de L. ■ 

Para todos os aminoacidos comuns, exceto a glicina, o 
carbono a esta ligado a quatro grupos diferentes: um gru¬ 
po carboxila, um grupo amino, um grupo R e um atomo de 
hidrogenio (Figura 3-2; na glicina, o grupo R e outro ato¬ 
mo de hidrogenio). 0 atomo de carbono a e, portanto, um 
centre quiral (p. 17). Em decorrencia do arranjo tetrae- 
drico dos orbitais de ligagao em volta do atomo de carbono 
a, os quatro grupos diferentes podem ocupar dois arran- 
jos espaciais unices e, portanto, os aminoacidos tern dois 
estereoisomeros possiveis. Uma vez que elas sao imagens 
especulares nao sobreponiveis uma da outra (Figura 3-3) , 




HgN^C—H 
CH3 

(b) L-Alanina 

COO“ 

. I 

H 3 N—C—H 
CH3 

(c) L-Alanina 



H^C^NH3 

CH3 

D-Alanina 


I . 

H—C—NH 3 

I 

CH 3 

D-Alanina 


FIGURA 3-3 Estereoisomerismo em a-aminoacidos. (a) Os dois este- 
reoisomeros da alanina, l- e D-alanina, sao imagens especulares nao sobre- 
postas um do outro (enantiomeros). (b, c) Duas convenpoes diferentes para 
representar as configurapoes espaciais dos estereoisomeros. Em formulas de 
perspective (b), as ligapoes solidas em forma de cunha se projetam para fora 
do piano do papel, com as ligapoes tracejadas por tras dele. Em formulas 
de projepao (c), assume-se que as ligapoes horizontais se projetam para fora 
do piano do papel e as ligapoes verticais para tras. Entretanto, formulas de 
projepao muitas vezes sao usadas casualmente e nem sempre pretendem 
representar uma configurapao estereoquimica especifica. 
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TABELA3-1 

Propriedades e conven^es associadas a aminokidos comuns encontrados em protemas 






Valores de pK^ 




Abrevia^ao/ 


p/r, 

p/f, 

PXr 


Aminoacido 

simbolo 


(—COOH) 

(— 

(grupo R) 

pi 

Grupos R alifaticos, apolares 






Glicina 

GlyG 

75 

2,34 

9,60 


5,97 

Alanina 

Ala A 

89 

2,34 

9,69 


6,01 

Prolina 

Pro P 

115 

1,99 

10,96 


6,48 

Valina 

ValV 

117 

2,32 

9,62 


5,97 

Leucina 

Leu L 

131 

2,36 

9,60 


5,98 

Isoleucina 

lie I 

131 

2,36 

9,68 


6,02 

Metionina 

Met M 

149 

2,28 

9,21 


5,74 

Grupos R aromaticos 






Fenilalanina 

PheF 

165 

1,83 

9,13 


5,48 

Tirosina 

TVrY 

181 

2,20 

9,11 

10,07 

5,66 

Triptofano 

TrpW 

204 

2,38 

9,39 


5,89 

Grupos R polares, nao carregados 





Serina 

SerS 

105 

2,21 

9,15 


5,68 

Treonina 

ThrT 

119 

2,11 

9,62 


5,87 

Cisteina^ 

Cys C 

121 

1,96 

10,28 

8,18 

5,07 

Asparagina 

AsnN 

132 

2,02 

8,80 


5,41 

Glutamina 

Gin Q 

146 

2,17 

9,13 


5,65 

Grupos R carregados positivamente 





Lisina 

LysK 

146 

2,18 

8,95 

10,53 

9,74 

Histidina 

HisH 

155 

1,82 

9,17 

6,00 

7,59 

Arginina 

ArgR 

174 

2,17 

9,04 

12,48 

10,76 

Grupos R carregados negativamente 





Aspartato 

Asp D 

133 

1,88 

9,60 

3,65 

2,77 

Glutamato 

GluE 

147 

2,19 

9,67 

4,25 

3,22 


Indice de Ocorrencia em 

hidropatia^ protemas (%)^ 


-0,4 

7,2 

1,8 

7,8 

-1,6 

5,2 

4,2 

6,6 

3,8 

9,1 

4,5 

5,3 

1,9 

2,3 

2,8 

3,9 

-1,3 

3,2 

-0,9 

1,4 

-0,8 

6,8 

-0,7 

5,9 

2,5 

1,9 

-3,5 

4,3 

-3,5 

4,2 

-3,9 

5,9 

-3,2 

2,3 

-4,5 

5,1 

-3,5 

5,3 

-3,5 

6,3 


*Os valores de refletem as estmturas como mostradas na Figura 3-5. Os elementos da agua {M^ 18) sao removidos quando o aminoacido e incorporado a um poli- 
peptideo. 

^Uma escala combinando hidrofobicidade e hidrofilicidade de gmpos R. Os valores refletem a energia livre (AG) de transferencia da cadeia lateral do aminoacido de 
um solvente hidrofobico para a agua. Esta transferencia e favoravel (AG < 0; valor negativo no indice) para cadeias laterals de aminoacidos carregadas ou polares, e 
desfavoravel (AG > 0; valor positivo no indice) para aminoacidos com cadeias laterals apolares ou mais hidrofobicas. Ver o Capitulo 11. A partir de Kyte, J. & Doolittle, 
R.F. (1982) A simple method for displaying the hydropathic character of a protein. J. Mol. Biol. 157, 105-132. 

^Ocorrencia media em mais de 1.150 protemas. De Doolittle, R.F. (1989) Redundancies in protein sequences. Prediction of Protein Structure and the Prin¬ 

ciples of Protein Conformation (Fasman, G.D., ed.), pp. 599-623, Plenum Press, New York. 

^Em geral, a cisteina e classificada como polar apesar de apresentar um indice hidropatico positivo. Isso reflete a capacidade do grupo sulfidril em atuar como acido 
fraco e formar uma fraca ligagao de hidrogenio com o oxigenio ou nitrogenio. 


as duas formas representam uma classe de estereoisomeros 
denominada enantiomeros (ver Figura 1-20). Todas as 
moleculas com um centro quiral tambem sao opticamente 
ativas - isto e, elas giram o piano da luz polarizada (ver 
Quadro 1-2). 

CONVEN^AO-CHAVE: Duas convengoes sao utilizadas para iden- 
tificar os carbonos em um aminoacido - pratica que pode 
ser confusa. Os carbonos adicionais em um grupo R sao co- 
mumente designados como j8, y, 6, 8, e assim por diante, a 
partir do carbono a. Para a maioria das outras moleculas 
organicas, os atomos de carbono sao simplesmente nume- 


rados a partir de uma extremidade, conferindo a mais alta 
prioridade (C-1) ao carbono com o substituinte contendo o 
atomo de maior numero atomico. Nessa ultima convengao, 
o carbono carboxilico de um aminoacido seria o C-1 e o car¬ 
bono a seria o C-2. 

a P y S e 

1 2 3 4 5 6 

- OOC—CH—CH2—CH2—CH2—CH2 

+NH3 +NH3 

Lisina 
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Em alguns casos, como aminoacidos com grupos R hete- 
rociclicos (tal como a histidina), o sistema de letras gre- 
gas e ambiguo e a convengao numerica e entao utilizada. 
Para aminoacidos de cadeias laterais ramificadas, carbonos 
equivalentes recebem numeros apos as letras gregas. Leu- 
cina, portanto, tern carbonos 61 e 62 (ver a estrutura na 
Figura3-5). ■ 

Uma nomenclatura especial foi desenvolvida para es- 
pecificar a configuragao absoluta dos quatro substi- 
tuintes dos atomos de carbono assimetricos. As configura- 
goes absolutas de agucares simples e de aminoacidos sao 
especificadas pelo sistema d, l (Figura 3-4), com base 
na configuragao absoluta do agucar de tres carbonos gli- 
ceraldeido, uma convengao proposta por Emil Fischer em 
1891 (Fischer sabia que grupos circundavam o carbono 
assimetrico do gliceraldeido, mas teve de super sua confi¬ 
guragao absoluta; ele supos corretamente, como foi confir- 
mado posteriormente por analises de difragao de raios x). 
Para todos os compostos quirais, os estereoisomeros com 
configuragao relacionada aquela do L-gliceraldeido sao 
designados l, e os estereoisomeros relacionados ao D-gli- 
ceraldeido foram designados d. Os grupos funcionais de 
L-alanina sao combinados com aqueles de L-gliceraldeido 
pelo alinhamento daqueles que podem ser interconverti- 
dos por reagoes qmmicas simples, de etapa unica. Portan¬ 
to, o grupo carboxila de L-alanina ocupa a mesma posigao 
ao redor do carbono quiral que o grupo aldeido de L-glice- 
raldeido, porque um aldeido e prontamente convertido em 
um grupo carboxila por meio de uma oxidagao de etapa 
unica. Historicamente, as designagoes semelhantes l e d 
eram utilizadas para levorrotatoria (rotagao da luz polari- 
zada a esquerda) e dextrorrotatoria (rotagao da luz pola- 
rizada a direita). Entretanto, nem todos os L-aminoacidos 
sao levorrotatorios, e a convengao mostrada na Figura 3-4 
foi necessaria para evitar potenciais ambiguidades sobre 
a configuragao absoluta. Pela convengao de Fischer, l e 
D se referem apenas a configuragao absoluta dos quatro 
substituintes em torno do carbono quiral, e nao as proprie- 
dades opticas da molecula. 


^CHO 

ho-?c^h 

^CH20H 

L-Gliceraldeido 


CHO 

C^OH 

CH 2 OH 

D-Gliceraldeido 


COO- 

HgN^C^H 

CH 3 

L-Alanina 


COO- 

H^C^NHg 

CH 3 

D-Alanina 


FIGURA 3-4 Rela^ao esterica dos estereoisdmeros de alanina a con- 
figura^ao absoluta do L-gliceraldefdo e do o-gliceraldeido. Nestas 
formulas em perspectiva, os carbonos sao alinhados verticalmente, com o 
atomo quiral no centro. Os carbonos nestas moleculas sao numerados de 1 
a 3, de cima para baixo, comeqando com o carbono do aldeido ou carboxi- 
terminal (vermelho), como mostrado. Quando apresentado desta maneira, o 
grupo R do aminoacido (nesse caso o grupo metil da alanina) esta sempre 
abaixo do carbono a. Os L-aminoacidos sao aqueles com o grupo a-amino 
na esquerda e os D-aminoacidos com esse grupo na direita. 


Outre sistema para especificar a configuragao ao redor 
de um centro quiral e o sistema RS, utilizado na nomencla¬ 
tura sistematica da quimica organica para descrever, com 
mais exatidao, a configuragao das moleculas com mais de 
um centro quiral (p. 18). 

Os resi'duos de aminoacidos em proteinas sao 
estereoisomeros l 

Quase todos os compostos biologicos com centro quiral 
ocorrem naturalmente em apenas uma forma estereoisome- 
rica, D ou l. Os residues de aminoacidos em moleculas pro- 
teicas sao exclusivamente estereoisomeros l. Os residues 
de D-aminoacidos foram encontrados apenas em alguns 
peptideos, geralmente pequenos, incluindo alguns pepti- 
deos de paredes celulares bacterianas e certos antibioticos 
peptidicos. 

E notavel que praticamente todos os residues de ami¬ 
noacidos em proteinas sejam estereoisomeros l. Quando 
compostos quirais sao formados em reagoes quimicas co- 
muns, o resultado e uma mistura racemica de isomeros d e 
L, os quais sao dificeis para um quimico distinguir e separar. 
Contudo, para um sistema vivo, os isomeros d e l sao tao 
diferentes entre si quanto a mao direita e diferente da es¬ 
querda. A formagao de subestruturas repetidas estaveis em 
proteinas (Capitulo 4) geralmente exige que seus aminoa¬ 
cidos constituintes sejam de uma serie estereoquimica. As 
celulas sao capazes de sintetizar especificamente os isome¬ 
ros L de aminoacidos porque os sitios ativos de enzimas sao 
assimetricos, tornando estereoespecificas as reagoes por 
elas catalisadas. 

Aminoacidos podem ser classificados 
pelo grupo R 

0 conhecimento das propriedades quimicas dos aminoa¬ 
cidos comuns e fundamental para a compreensao da bio- 
quimica. 0 topico pode ser simplificado agrupando-se os 
aminoacidos em cinco classes principals com base nas pro¬ 
priedades dos seus grupos R (Tabela 3-1), particularmente 
sua polaridade ou tendencia para interagir com a agua em 
pH biologico (proximo do pH 7,0). A polaridade dos grupos 
R varia amplamente, de apolar e hidrofobico (nao hidros- 
soluvel) ao altamente polar e hidrofilico (hidrossoluvel). 
Alguns aminoacidos sao um pouco dificeis de caracterizar 
ou nao se encaixam perfeitamente em qualquer grupo, par¬ 
ticularmente glicina, histidina e cisteina. Suas atribuigoes a 
determinados grupos sao o resultado de avaliagoes ponde- 
radas em vez de absolutas. 

As estruturas dos 20 aminoacidos comuns sao mostra- 
das na Figura 3-5, e algumas de suas propriedades sao lis- 
tadas na Tabela 3-1. Em cada classe ha gradagoes de polari¬ 
dade, tamanho e forma dos grupos R. 

Grupos R apolares, alifaticos Os grupos R nesta classe de ami¬ 
noacidos sao apolares e hidrofobicos. As cadeias laterais 

de alanina, valina, leucina e isoleucina tendem a se 
agrupar no interior de proteinas, estabilizando a estrutu¬ 
ra proteica por meio de interagoes hidrofobicas. A glicina 
tern a estrutura mais simples. Embora seja mais facilmente 
agrupada com os aminoacidos apolares, sua cadeia lateral 
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FIGURA3-5 0s20aminoacidoscomunsdeprotemas. As formulas es- 
truturais mostram o estado de ionizagao que predomina em pH 7,0. As por- 
qoes nao sombreadas sao aquelas comuns a todos os aminoacidos; aquelas 
sombreadas sao os grupos R. Embora o grupo R da histidina seja mostrado 


muito pequena nao contribui realmente para interagoes 
hidrofobicas. A metionina, um dos dois aminoacidos que 
contem enxofre, tern um grupo tioeter ligeiramente apolar 
em sua cadeia lateral. A prolina tern cadeia lateral alifatica 
com estrutura ciclica distinta. 0 grupo amino secundario 
(imino) de residues de prolina e mantido em uma configu- 
ragao rigida que reduz a flexibilidade estrutural de regioes 
polipeptidicas contendo prolina. 

Grupos R aromaticos Fenilalanina, tirosina e triptofano, 

com suas cadeias laterais aromaticas, sao relativamente 
apolares (hidrofobicos). Todos podem participar em in- 


sem carga, seu p/g (veraTabela 3-1) etal que uma pequena mas significativa 
fraqao desses grupos seja positivamente carregada em pH 7,0. A forma pro- 
tonada da histidina e mostrada acima do grafico na Figura 3-12b. 


teragoes hidrofobicas. 0 grupo hidroxila da tirosina pode 
formar ligagoes de hidrogenio e e um importante grupo fun- 
cional em algumas enzimas. A tirosina e o triptofano sao sig- 
nificativamente mais polares do que a fenilalanina, devido 
ao grupo hidroxila da tirosina e ao nitrogenio do anel indol 
do triptofano. 

0 triptofano, a tirosina e, em menor extensao, a fenilala¬ 
nina, absorvem a luz ultravioleta (Figura 3-6; ver tambem 
Quadro 3-1). Isso explica a forte absorbancia de luz com 
comprimento de onda de 280 nm caracteristica da maior 
parte das proteinas, propriedade explorada por pesquisa- 
dores na caracterizagao de proteinas. 
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Grupos R polares, nao carregados Os gmpos R desses aminoa- 
cidos sao mais soluveis em agua, ou mais hidrofilicos do 
que aqueles dos aminoacidos apolares, porque eles contem 
gmpos funcionais que formam ligagoes de hidrogenio com 
a agua. Essa classe de aminoacidos inclui a serina, treoni- 
na, cistema, asparagina e glutamina. Os grupos hidro- 
xila da serina e treonina e os grupos amida da asparagina 
e glutamina contribuem para suas polaridades. A cistema e 
um caso isolado aqui porque sua polaridade, devida ao sen 
gmpo sulfidrila, e bastante modesta. A cistema e um acido 


FIGURA 3-6 Absor^ao da luz ultravioleta por aminoacidos aromati- 
cos. Comparagao dos espectros de absorpao de luz dos aminoacidos aro- 
maticos triptofano, tirosina e fenilalanina em pH 6,0. Os aminoacidos estao 
presentes em quantidades equimolares (10“^M) sob condipoes identicas. A 
absorbancia medida do triptofano e mais do que quatro vezes aquela da 
tirosina em um comprimento de onda de 280 nm. Observe que a absorpao 
luminosa maxima tanto para o triptofano quanto para a tirosina ocorre pro- 
xima de 280 nm. A absorpao luminosa pela fenilalanina geralmente contribui 
pouco para as propriedades espectroscopicas das proteinas. 
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METODOS 


Absorpao de luz por moleculas: a Lei de Lambert-Beer 


Uma ampla variedade de biomoleculas absorve a luz em 
comprimentos de onda caracteristicos, como o tripto¬ 
fano, que absorve a luz em 280 nm (ver Figura 3-6). 
A medida da absorgao da luz por um espectrofotome- 
tro e utilizada para detectar e identificar moleculas e 
para determinar suas concentragoes em solugao. A fra- 
gao da luz incidente absorvida por uma solugao em um 
determinado comprimento de onda esta relacionada 
a espessura da camada de absorgao (comprimento do 
caminho) e a concentragao da substancia que absorve 
(Figura 1). Essas duas relagoes sao combinadas na lei 
de Lambert-Beer, 

log y = scl 

em que /g e a intensidade da luz incidente, / e a intensida- 
de da luz transmitida, a relagao I/I^ (o inverse da razao na 
equagao) e a transmitancia, 6: e o coeficiente de extingao 
molar (em unidades de litres por mol por centimetre), c 
e a concentragao da substancia absorvida (em mols por 


litre) , el eo comprimento do caminho de luz da amostra 
absorvente de luz (em centimetres). 

A lei de Lambert-Beer pressupoe que a luz incidente 
e paralela e monocromatica (de um unico comprimen¬ 
to de onda) e que as moleculas de solvente e soluto sao 
orientadas aleatoriamente. A expressao log (Iq/T) e deno- 
minada absorbancia e designadaA. 

E importante observar que cada milimetro sucessi- 
vo do comprimento do caminho da solugao absorvente 
em uma celula de 1,0 cm nao absorve uma quantidade 
constante, mas uma fragao constante da luz que inci- 
de sobre ela. Entretanto, com uma camada absorvente 
de comprimento de caminho fixo, a absorbancia, A, e 
diretamente proporcional a concentragao do soluto 
absorvente. 

0 coeficiente de extingao molar varia com a natureza 
do composto absorvente, do solvente e do comprimento 
de onda, e tambem com o pH se a substancia que absorve 
a luz esta em equilibrio com um estado de ionizagao que 
possui diferentes propriedades de absorgao. 
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FIGURA Q-1 Os principals componentes 
de um espectrofotometro. A fonte de luz 
emite luz em um ampio espectro, quando o 
monocromador seleciona e transmite luz de 
um comprimento de onda especifico. A luz 
monocromatica passa atraves da amostra em 
uma cubeta de tamanho / e e absorvida pela 
amostra como uma proporqao da concentra- 
qao das especies absorvendo luz. A luz trans¬ 
mitida e medida por um detector. 
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FIGURA 3-7 Forma^ao reversivel de uma liga^ao dissulfeto pela oxi- 
da^ao de duas moleculas de cistema. Ligagoes de dissulfeto entre resi¬ 
dues Cys estabilizam as estruturas de muitas proteinas. 


fraco e pode fazer fracas ligagoes de hidrogenio com o oxi- 
genio ou nitrogenio. 

A asparagina e a glutamina sao as amidas de dois outros 
aminoacidos tambem encontrados em proteinas - aspartato 
e glutamate, respectivamente - nos quais a asparagina e a 
glutamina sao facilmente hidrolisadas por acido ou base. A 
cistema e prontamente oxidada para formar um aminoaci- 
do dimerico ligado de modo covalente chamado cistina, no 
qual duas moleculas ou residues de cisteina sao ligadas por 
uma ligagao dissulfeto (Figura 3-7). Os residues ligados a 
dissulfetos sao fortemente hidrofobicos (apolares). 

As ligagoes dissulfeto desempenham um papel especial 
nas estruturas de muitas proteinas pela formagao de liga¬ 
goes covalentes entre partes de uma molecula polipeptidica 
ou entre duas cadeias polipeptidicas diferentes. 

Grupos R carregados positivamente (basicos) Os grupos R mais 
hidrofilicos sao aqueles carregados positivamente ou nega- 
tivamente. Os aminoacidos nos quais os grupos R tern uma 
carga positiva significativa em pH 7,0 sao a lisina, com um 
segundo grupo amino primario na posigao s em sua cadeia 
alifatica; a arginina, com um grupo guanidinio positiva¬ 
mente carregado; e a histidina, com um grupo imidazol 
aromatico. Como o unico aminoacido comum que tern uma 
cadeia lateral ionizavel com pA"^ proximo da neutralidade, a 
histidina pode ser positivamente carregada (forma proto- 
nada) ou nao carregada em pH 7,0. Sens residues facilitam 
muitas reagoes catalisadas por enzimas, funcionando como 
doadores/aceptores de protons. 

Grupos R carregados negativamente (acidos) Os dois aminoaci¬ 
dos que apresentam grupos R com carga negativa final em 
pH 7,0 sao o aspartato e o glutamato, cada um dos quais 
tern um segundo grupo carboxila. 

Aminoacidos incomuns tambem tern fun^es 
importantes 

Alem dos 20 aminoacidos comuns, as proteinas podem cen¬ 
ter residues criados por modificagoes de residues comuns 
ja incorporados em um polipeptideo (Figura 3-8a). Entre 
esses aminoacidos incomuns estao a 4-hidroxiprolina, um 
derivado da prolina, e a 5-hidroxilisina, derivada da lisina. 


0 primeiro e encontrado em proteinas da parede celular de 
celulas vegetais e ambos sao encontrados no colageno, pro- 
teina fibrosa de tecidos conectivos. A 6-Af-metil-lisina e 
um constituinte da miosina, uma proteina contratil do mus¬ 
culo. Outro aminoacido incomum importante e o y-carbo- 
xiglutamato, encontrado na proteina de coagulagao pro- 
trombina e em algumas outras proteinas que se ligam ao 
Ca^^ como parte de suas fungoes biologicas. Mais complexa 
e a desmosina, derivada de quatro residues Lys, encontra- 
da na proteina fibrosa elastina. 

A selenocistema e um case especial. Esse raro residue 
de aminoacido e introduzido durante a sintese proteica, em 
vez de criado por uma modificagao pos-sintetica. Contem 
selenio em vez do enxofre da cisteina. Na verdade derivada 
de serina, a selenocisteina e um constituinte de apenas al¬ 
gumas poucas proteinas conhecidas. 

Alguns residues de aminoacidos em uma proteina po¬ 
dem ser modificados transitoriamente para alterar as fun- 
goes da proteina. A adigao de grupos fosforil, metil, acetil, 
adenilil, ADP-ribosil ou outros grupos a residues de ami¬ 
noacidos especificos pode aumentar ou diminuir a atividade 
de uma proteina (Figura 3-8b). A fosforilagao e uma modi¬ 
ficagao reguladora particularmente comum. A modificagao 
covalente como uma estrategia reguladora em uma proteina 
e discutida com mais detalhe no Capitulo 6. 

Cerca de 300 aminoacidos adicionais foram encontra¬ 
dos nas celulas. Eles tern varias fungoes, mas nao sao todos 
constituintes de proteinas. A ornitina e a citrulina (Figu¬ 
ra 3-8c) merecem atengao especial porque sao intermedia- 
rios-chave (metabolites) na biossintese de arginina (Capi¬ 
tulo 22) e no ciclo da ureia (Capitulo 18). 

Aminoacidos podem agir como acidos e bases 

Os grupos amino e carboxila de aminoacidos, em conjunto 
com os grupos ionizaveis R de alguns aminoacidos, fun- 
cionam como acidos e bases fracos. Quando um aminoaci¬ 
do sem um grupo R ionizavel e dissoMdo em agua em pH 
neutro, ele permanece na solugao como um ion bipolar, 
ou zwitterion (do alemao “ion hibrido”), que pode agir 
como acido ou base (Figura 3-9). Substancias com essa 
natureza dupla (acido-base) sao anfotericas e sao fre- 
quentemente chamadas de anfolitos (a partir de “eletro- 
litos anfotericos”). Um simples a-aminoacido monoamino 
monocarboxilico, como a alanina, e um acido diprotico 
quando completamente protonado; ele tern dois grupos, o 
grupo —COOH e o grupo —NHg, que pode produzir dois 
protons: 
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Aminoacidos tern curvas de titula^ao caractensticas 

A titulagao acido-base envolve a adigao ou remogao gra¬ 
dual de protons (Capitulo 2). A Figura 3-10 mostra 
a curva de titulagao de uma forma diprotica de glicina. 
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FIGURA3-8 Aminoacidos raros. (a) Alguns aminoacidos 
raros encontrados em proteinas. Todos sao derivados de ami- 
noacidos comuns. Grupos funcionais extras adicionados por 
reapoes de modificapao sao mostrados em vermelho. A des- 
mosina e formada a partir de quatro residues Lys (os esque- 
letos de carbono estao sombreados). Observe o uso tanto de 
numeros quanto de letras gregas nos nomes dessas estruturas 
para identificar os atomos de carbono alterados. (b) Modifica- 
poes dos aminoacidos reversiveis envolvidos na regulapao da 
atividade proteica. A fosforilapao e o tipo mais comum de mo- 
dificapao regulatoria. (c) Ornitina e citrulina, nao encontrados 
em proteinas, sao intermediaries na biossintese de arginina e 
no cicio da ureia. 
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O H +NH3 
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Os dois grupos ionizaveis de glicina, o grupo carboxila e 
o grupo amino, sao titulados com uma base forte, como 
NaOH. 0 grafico tern duas fases distintas, correspon- 


dendo a desprotonagao de dois grupos diferentes na gli¬ 
cina. Cada uma das duas fases se assemelha ao formato 
da curva de titulagao de um acido monoprotico, como o 
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FIGURA3-9 Formas nao idnicas e zwitteridnicas de aminoacidos. A 

forma nao ionica nao ocorre em quantidades significativas em soluqoes 
aquosas. 0 zwitterion predomina em pH neutro. Urn zwitterion pode atu- 
ar tanto como acido (doador de protons) quanto como base (aceptor de 
protons). 


acido acetico (ver Figura 2-17), e pode ser analisada do 
mesmo modo. Em pH muito baixo, a especie ionica pre- 
dominante de glicina e a forma completamente protona- 
da, ^HgN—CHg—COOH. No primeiro estagio da titulagao, 
o grupo —COOH de glicina perde sen proton. No ponto 
medio desse estagio, estao presentes concentragoes equi- 
molares de especies doadoras (^HgN—CHg—COOH) e 
aceptoras (^HgN—CHg—COO”) de protons. Como na ti- 
tulagao de qualquer acido fraco, um ponto de inflexao e 
alcangado nesse ponto medio onde o pH e igual ao piT^^ 
do grupo protonado que esta sendo titulado (ver Figura 
2-18). Para a glicina, o pH no ponto medio e 2,34, portan- 
to sen grupo —COOH tern um piC^ (marcado piT^ na Figu¬ 
ra 3-10) de 2,34 (lembre-se do Capitulo 2 que pH e pZ^ 
sao simplesmente notagoes convenientes para concentra- 
gao de protons e a constante de equilibrio para ionizagao, 
respectivamente. 0 pZ^ e uma medida da tendencia de 
um grupo doar um proton, com essa tendencia diminuin- 
do dez vezes a medida que o pZ^ aumenta em uma unida- 
de). A medida que a titulagao da glicina prossegue, outro 
ponto importante e alcangado no pH 5,97. Aqui ha outro 
ponto de inflexao, no qual a remogao do primeiro proton 
esta completa e a remogao do segundo apenas comegou. 
Nesse pH, a glicina esta presente em grande parte como 
o ion bipolar (zwitterion) ^HgN—CHg—COO”. Em breve 
sera analisado o significado desse ponto de inflexao na 
curva de titulagao (marcado como pi na Figura 3-10). 

0 segundo estagio da titulagao corresponde a remogao 
de um proton do grupo — NHg da glicina. 0 pH no ponto 
medio dessa fase e 9,60, igual ao pZ^ (marcado pZg na Figu¬ 
ra 3-10) para o grupo — NHg. A titulagao esta completa em 
um pH de cerca de 12, no ponto em que a forma predomi- 
nante de glicina e HgN—CHg—COO”. 
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FIGURA 3-10 Titulagao de um aminoaddo. Aqui e mostrada a curva de 
titulagao de 0,1 m de glicina a 25°C As especies idnicas que predominam em 
pontos-chave na titulagao sao mostradas acima do grafico. Os retangulos 
sombreados, centrados em torno de = 2,34 e = 9,60, indicam as 
regides de maior poder de tamponamento. Observe que 1 equivalente de 
OH“ = 0,1 M de NaOH foi adicionado. 


A partir da curva de titulagao da glicina, e possivel obter 
varias informagoes importantes. Em primeiro lugar, ela for- 
nece uma medida quantitativa do pZ^ de cada um dos dois 
grupos ionizaveis: 2,34 para o grupo —COOH e 9,60 para o 
grupo — NHg. Observe que o grupo carboxila da glicina e 
mais de cem vezes mais acido (mais facilmente ionizado) do 
que o grupo carboxila do acido acetico, que, como foi visto 
no Capitulo 2, tern um pZ^ de 4,76 - proximo da media para 
um grupo carboxila ligado a um hidrocarboneto alifatico 
nao substituido. 0 pZ^^ alterado da glicina e provocado pela 
repulsao entre o proton que esta saindo e o grupo amino 
proximo positivamente carregado no atomo de carbono a, 
como descrito na Figura 3-11. As cargas opostas no zwit¬ 
terion resultante estao estabilizadas. De modo semelhante, 
o pZ^ do grupo amino na glicina e alterado para baixo em 
relagao ao pZ^ medio de um grupo amino. Esse efeito se 
deve parcialmente aos atomos de oxigenio eletronegativos 
nos grupos carboxila, que tendem a puxar os eletrons na 
diregao deles, aumentando a tendencia do grupo amino em 
abrir mao de um proton. Assim, o grupo a-amino tern um 
pZ^ menor do que o de um de uma amina alifatica, como a 
metilamina (Figura 3-11). Em resumo, o pZ^ de qualquer 
grupo funcional e em grande parte afetado por seu ambien- 
te quimico, fenomeno algumas vezes explorado nos sitios 
ativos de enzimas para promover mecanismos de reagao ex- 
traordinariamente adaptados que dependem dos valores de 
pZ^ perturbados de grupos doadores/aceptores de protons 
de residues especificos. 
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FIGURA 3-11 Efeito do ambiente qufmico no pK^, Os valores de p/Cg bapoes do p/Cg se devem a interapoes intramoleculares. Efeitos semelhantes 

para os grupos ionizaveis na glicina sao mais baixos do que aqueles dos podem ser causados por grupos quimicos que possam estar posicionados 

grupos simples de carboxila e o amino substituidos por metil. Essas pertur- proximos - por exempio, no sitio ativo de uma enzima. 


A segunda informagao fornecida pela curva de titula- 
gao da glicina e que esse aminoacido tern duas regioes com 
poder de tamponamento. Uma delas esta na parte relati- 
vamente achatada da curva, se estendendo por aproxima- 
damente 1 unidade de pH de cada lado do primeiro de 
2,34, indicando que a glicina e um bom tampao proxima 
desse pH. A outra zona de tamponamento esta centrada em 
volta do pH 9,60 (observe que a glicina nao e um bom tam¬ 
pao no pH do liquido intracelular on do sangue, em torno 
de 7,4). Dentro das faixas de tamponamento da glicina, a 
equagao de Henderson-Hasselbalch (p. 64) pode ser utili- 
zada para calcular as proporgoes de especies de glicina pro- 
ton-doadoras e proton-aceptoras necessarias para preparar 
um tampao em um determinado pH. 

Curvas de titula^ao predizem a carga eletrica dos 
aminoacidos 

Outra importante pega de informagao derivada da curva 
de titulagao de um aminoacido e a relagao entre a sua 
carga final e o pH da solugao. No pH de 5,97, o ponto de 
inflexao entre os dois estagios na sua curva de titulagao, 
a glicina esta presente predominantemente em sua for¬ 
ma bipolar, totalmente ionizada, mas sem carga eletrica 
final (Figura 3-10). 0 pH caractenstico no qual a carga 
eletrica final e zero e chamado de ponto isoeletrico ou 
pH isoeletrico, designado por pi Para a glicina, que nao 
possui qualquer grupo ionizavel em sua cadeia lateral, o 
ponto isoeletrico e simplesmente a media aritmetica dos 
dois valores de 

pi = = 1(2,34 + 9,60) = 5,97 


Como evidenciado na Figura 3-10, a glicina tern uma carga 
final negativa em qualquer pH acima do seu pi e, portanto, 
ira se deslocar na diregao do eletrodo positivo (o anodo) 
quando colocada em um campo eletrico. Em qualquer pH 
abaixo do seu pi, a glicina tern uma carga final positiva e 
ira se deslocar em diregao ao eletrodo negativo (o catodo). 
Quanto mais distante for o pH de uma solugao de glicina 
de seu ponto isoeletrico, maior sera a carga eletrica final 
da populagao de moleculas de glicina. Em um pH igual a 
1,0, por exempio, a glicina existe quase totalmente na for¬ 
ma ^HgN—CHg—COOH com uma carga positiva final igual 
a 1,0. Em um pH de 2,34, onde ha uma igual mistura de 
^HgN —CHg—COOH e +HgN —CHg—COO”, a media ou a 
carga final positiva e igual a 0,5. 0 sinal e a magnitude da 
carga final de qualquer aminoacido em qualquer pH podem 
ser previstos do mesmo modo. 

Aminoacidos diferem em suas propriedades acidobasicas 

As propriedades compartilhadas de muitos aminoacidos 
permitem algumas generalizagoes simplificadas sobre seu 
comportamento acidobasico. Em primeiro lugar, todos os 
aminoacidos com um unico grupo a-amino, um unico gru¬ 
po a-carboxila e um grupo R nao ionizavel tern curvas de 
titulagao semelhantes a da glicina (Figura 3-10). Esses ami¬ 
noacidos tern valores de pK^ muito semelhantes, mas nao 
identicos: pK^ do grupo —COOH na faixa de 1,8 a 2,4, e pK^ 
do grupo —NHg na faixa de 8,8 a 11,0 (Tabela 3-1). 

As diferengas nesses valores de pK^ refletem os am- 
bientes quimicos impostos por seus grupos R. Em segun- 
do lugar, os aminoacidos com um grupo R ionizavel tern 
curvas de titulagao mais complexas, com tres estagios 
correspondendo as tres etapas possiveis de ionizagao; as- 
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FIGURA 3-12 Curvas de titulagao para (a) glutamato e (b) histidina. 0 grupo R do p/Cg e designado aqui como 


sim, eles possuem tres valores de pK^. 0 estagio adicional 
para a titulagao do grupo R ionizavel se funde, em algum 
grau, com aquele para a titulagao do grupo a-carboxila, 
para a titulagao do grupo a-amino, ou ambos. As curvas 
de titulagao para dois aminoacidos desse grupo, glutama¬ 
to e histidina, sao mostradas na Figura 3-12. Os pontos 
isoeletricos refletem a natureza dos grupos R ionizaveis 
presentes. For exemplo, o glutamato tern um pi de 3,22, 
consideravelmente mais baixo do que o da glicina. Isso se 
deve a presenga de dois grupos carboxila, que, na media 
de sens valores de (3,22), contribuem para uma carga 
final de -1 que equilibra o +1 proveniente do grupo ami- 
na. Do mesmo modo, o pi da histidina, com dois grupos 
positivamente carregados quando protonados, e de 7,59 
(a media dos valores de pK^ dos grupos amina e imidazol), 
muito mais alto do que aquele da glicina. 

For fim, como apontado anteriormente, sob a condigao 
geral de exposigao livre e aberta ao ambiente aquoso, ape- 
nas a histidina tern um grupo R (jpK^ = 6,0) que fornece 
um poder de tamponamento significative proximo do pH 
neutro normalmente encontrado nos liquidos intracelula- 
res e extracelulares da maior parte dos animals e bacterias 
(Tabela 3-1). 

RESUMO 3.1 Aminokidos 

► Os 20 aminoacidos comumente encontrados como re¬ 
sidues em proteinas contem um grupo a-carboxila, um 
grupo a-amino e um grupo R caracteristico substituido 
no atomo do carbono a. 0 atomo de carbono a de to- 
dos os aminoacidos, exceto a glicina, e assimetrico e, 
portanto, os aminoacidos podem existir em pelo menos 
duas formas estereoisomericas. Apenas os estereoiso- 
meros l, com uma configuragao relacionada a configura- 
gao absoluta da molecula de referenda l gliceraldeido, 
sao encontrados em proteinas. 


► Outros aminoacidos menos comuns tambem ocorrem, 
tanto como constituintes de proteinas (pela modifica- 
gao de residues de aminoacidos comuns apos a sintese 
proteica) quanto como metabolites livres. 

► Os aminoacidos podem ser classificados em cinco ti- 
pos com base na polaridade e carga (em pH 7) de sens 
grupos R. 

► Os aminoacidos variam em suas propriedades acido- 
basicas e tern curvas de titulagao caracteristicas. Ami¬ 
noacidos monoamino monocarboxilicos (com grupos 
R nao ionizaveis) sao acidos diproticos C^H 3 NCH(R) 
COOH) em pH baixo e exist em em varias formas ioni- 
cas diferentes a medida que o pH aumenta. Aminoa¬ 
cidos com grupos R ionizaveis tern especies ionicas 
adicionais, dependendo do pH do meio e do pK^ do 
grupo R. 

3.2 Peptideos e proteinas 

Agora o foco passa a ser os polimeros de aminoacidos, os 
peptideos e as proteinas. Os polipeptideos que ocorrem 
biologicamente variam em tamanho de pequenos a muito 
grandes, consistindo em dois ou tres a milhares de residues 
de aminoacidos ligados. Aqui, serao focalizadas as proprie¬ 
dades quimicas fundamentals desses polimeros. 

Peptideos sao cadeias de aminoacidos 

Duas moleculas de aminoacidos podem ser ligadas de 
modo covalente per meio de uma ligagao amida substi- 
tuida, denominada ligagao peptidica, a fim de produzir 
um dipeptideo. Tal ligagao e formada pela remogao de 
elementos de agua (desidratagao) do grupo a-carboxila 
de um aminoacido e do grupo a-amino do outro (Figura 
3-13). A formagao da ligagao peptidica e um exemplo de 
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FIGURA 3-13 Forma^ao de uma liga^ao peptfdica por condensa^ao. 

0 grupo a-amino de urn aminoacido (com grupo R^) atua como nucleofi- 
lo para deslocar o grupo hidroxila de outro aminoacido (com grupo 
formando uma ligagao peptfdica (sombreada). Os grupos amino sao bons 
nucleofilos, mas o grupo hidroxila e urn grupo de safda fraco e nao pronta- 
mente deslocado. No pH fisiologico, a reagao mostrada aqui nao ocorre em 
grau apreciavel. 


uma reagao de condensagao, uma classe comum de rea- 
goes nas celulas vivas. Em condigoes bioqmmicas padrao, 
o equilibrio para a reagao mostrada na Figura 3-13 favore- 
ce os aminoacidos em relagao ao dipeptideo. Para tornar a 
reagao mais favoravel termodinamicamente, o grupo car- 
boxila deve ser modificado ou ativado quimicamente, de 
modo que o grupo hidroxila possa ser mais rapidamente 
eliminado. Uma abordagem quimica para esse problema 
sera destacada posteriormente neste capitulo. A aborda¬ 
gem biologica para a formagao de ligagoes peptidicas e o 
topico principal do Capitulo 27. 

Tres aminoacidos podem ser unidos por duas ligagoes 
peptidicas para formar um tripeptideo; do mesmo modo, 
quatro aminoacidos podem ser unidos para formar um te- 
trapeptideo, cinco para formar um pentapeptideo, e assim 
por diante. Quando alguns aminoacidos se ligam desse 
modo, a estrutura e chamada de oligopeptideo. Quando 
muitos aminoacidos se ligam, o produto e chamado de po- 
lipeptideo. As proteinas podem ter milhares de residues 
de aminoacidos. Embora os termos “proteina” e “polipep- 
tideo” sejam algumas vezes intercambiaveis, as moleculas 
chamadas de polipeptideos tern massas moleculares abaixo 
de 10.000, e as chamadas de proteinas tern massas molecu¬ 
lares mais elevadas. 

A Figura 3-14 mostra a estrutura de um pentapepti¬ 
deo. Como ja observado, uma unidade de aminoacido em 
um peptideo e frequentemente chamada de residue (a par¬ 
te restante apos a perda de elementos de agua - um ato- 
mo de hidrogenio de seu grupo amino e a metade hidroxi¬ 
la de seu grupo carboxila). Em um peptideo, o residue de 
aminoacido na extremidade com um grupo a-amino livre 
e chamado de residue aminoterminal (ou A^-terminal); o 
residue na outra extremidade, que tern um grupo carboxila 
livre, e o residue carboxiterminal (C-terminal). 

CONVEN^AO-CHAVE: Quando uma sequencia de aminoaci¬ 
dos de um peptideo, polipeptideo ou proteina e exibida, 
a extremidade aminoterminal e localizada a esquerda e a 
extremidade carboxiterminal a direita. A sequencia e lida 
da esquerda para a direita, comegando com a extremidade 
aminoterminal. ■ 


FIGURA 3-14 O pentapetideo seril-glicil-tirosil-alanil-leucina, Ser- 
Gly-Tyr-Ala-Leu, ou SGYAL Os peptfdeos sao nomeados a partir do resi- 
duo aminoterminal, que por convengao e colocado a esquerda. As ligagoes 
peptfdicas sao sombreadas; os grupos R estao em cor-de-rosa. 


Embora a hidrolise de uma ligagao peptidica seja uma 
reagao exergonica, ela so ocorre lentamente porque tern 
uma elevada energia de ativagao (p. 27). Como resultado, 
as ligagoes peptidicas em proteinas sao muito estaveis, com 
meia-vida media (ty^) de cerca de 7 anos na maioria das 
condigoes intracelulares. 

Pepti'deos podem ser diferenciados por seus 
comportamentos de ioniza^ao 

Peptideos contem apenas um grupo a-amino e um gru¬ 
po a-carboxila livres, em extremidades opostas da cadeia 
(Figura 3-15). Esses grupos se ionizam como nos ami¬ 
noacidos livres, embora as constantes de ionizagao sejam 
diferentes porque um grupo de carga oposta nao e mais 
ligado ao carbono a. Os grupos a-amino e a-carboxila de 
todos os aminoacidos nao terminals sao ligados covalen- 
temente nas ligagoes peptidicas, que nao se ionizam e, 
portanto, nao contribuem para o comportamento acido- 
basico total dos peptideos. Entretanto, os grupos R de 
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FIGURA 3-15 Alanil-glutamil-glicil-lisina. Este tetrapeptfdeo tern um 
grupo a-amino livre, um grupo a-carboxila livre e dois grupos R ionizaveis. 
Os grupos ionizados em pH 7,0 estao em cor-de-rosa. 
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alguns aminoacidos podem se ionizar (Tabela 3-1), e em 
um peptideo, esses contribuem para as propriedades 
acidobasicas gerais da molecula (Figura 3-15). Assim, 
o comportamento acidobasico de um peptideo pode ser 
previsto a partir de seus grupos a-amino e a-carboxila 
livres combinado com a natureza e o numero de seus gru¬ 
pos R ionizaveis. 

Como os aminoacidos livres, os peptideos tern curvas de 
titulagao caracteristicas e um pH isoeletrico caracteristico 
CpI) que nao se desloca em um campo isoeletrico. Essas 
propriedades sao exploradas em algumas das tecnicas uti- 
lizadas para separar peptideos e proteinas, como sera visto 
mais adiante neste capitulo. Deve ser enfatizado que o valor 
do pZ^ para um grupo R ionizavel pode se alterar um pouco 
quando um aminoacido se torna um residue em um pepti¬ 
deo. A perda da carga nos grupos a-carboxila e a-amino, as 
interagoes com outros grupos R do peptideo e outros fato- 
res ambientais podem afetar o pZ^. Os valores de pZ^ para 
os grupos R listados na Tabela 3-1 podem ser um guia util 
para a variagao do pH em que um determinado grupo ira se 
ionizar, mas eles nao podem ser estritamente aplicados aos 
peptideos. 

Peptideos e polipeptideos biologicamente 
ativos ocorrem em uma ampla varia^ao de 
tamanhos e composites 

Nenhuma generalizagao pode ser feita sobre as massas mo- 
leculares de peptideos e proteinas biologicamente ativos 
em relagao as suas fungoes. Peptideos que ocorrem natu- 
ralmente variam em comprimento de dois a muitos milhares 
de residues de aminoacidos. Mesmo os menores peptideos 
podem ter efeitos biologicamente importantes. Considere o 
dipeptideo sintetizado comercialmente ester metilico de l- 
-aspartil-L-fenilalanina, o adogante artificial mais conhecido 
como aspartame owNutraSweet. 



HgN—CH—C—N—CH—C—OCHg 
H 

Ester metilico de L-aspartil-i-fenilalanina 
(aspartame) 

Muitos peptideos pequenos exercem seus efeitos em 
concentragoes muito baixas. Por exemplo, varies hormo- 
nios de vertebrados (Capitulo 23) sao peptideos pequenos. 
Esses incluem a ocitocina (nove residues de aminoacidos), 
secretada pela glandula neuro-hipofise, que estimula as 
contragoes uterinas, e o fator de liberagao de tireotropina 
(tres residues), formado no hipotalamo e que estimula 
a liberagao de outro hormonio, tireotropina, da glandula 
adeno-hipofise. Alguns venenos extremamente toxicos de 
cogumelos, como a amanitina, tambem sao peptideos pe¬ 
quenos, assim como muitos antibioticos. 

Quao longo e o comprimento das cadeias polipeptidicas 
em proteinas? Como a Tabela 3-2 mostra, os comprimen- 
tos variam consideravelmente. 0 citocromo c humane tern 
104 residues de aminoacidos ligados em uma unica cadeia; 
o quimotripsinogenio bovino tern 245 residues. No extreme 
esta a titina, constituinte dos musculos de vertebrados, que 
tern aproximadamente 27.000 residues de aminoacidos e 
massa molecular de cerca de 3.000.000. A grande maioria 
das proteinas que ocorrem naturalmente e muito menor do 
que ela, contendo menos de 2.000 residues de aminoacidos. 

Algumas proteinas consistem em apenas uma unica ca¬ 
deia polipeptidica, porem outras, chamadas de proteinas 
multissubunidade, tern dois ou mais polipeptideos as- 
sociados de mode nao covalente (Tabela 3-2). As cadeias 
polipeptidicas individuais em uma proteina multissubunida¬ 
de podem ser identicas ou diferentes. Se pelo menos duas 


TABELA 3-2 


Dados moleculares de algumas proteinas 


Massa Numero de 

molecular residues 


Citocromo c (humano) 

12.400 

104 

Ribonuclease A (pancreas bovino) 

13.700 

124 

Lisozima (clara de ovo de galinha) 

14.300 

129 

Mioglobina (coragao de equinos) 

16.700 

153 

Quimotripsina (pancreas bovino) 

25.200 

241 

Quimotripsinogenio (bovinos) 

25.700 

245 

Hemoglobina (humana) 

64.500 

574 

Albumina serica (humana) 

66.000 

609 

Hexocinase (levedura) 

107.900 

972 

RNA-polimerase (Z coli) 

450.000 

4.158 

Apolipoproteina B (humana) 

513.000 

4.536 

Glutamina-sintetase (Z coli) 

619.000 

5.628 

Titina (humana) 

2.993.000 

26.926 


Numero de cadeias 
polipeptidicas 

1 

1 

1 

1 

3 
1 

4 
1 
2 

5 
1 

12 

1 
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sao identicas, a protema e chamada de oligomerica, e as 
unidades identicas (consistindo em uma on mais cadeias 
polipeptidicas) sao chamadas de protomeros. A hemoglo- 
bina, por exemplo, tern quatro subunidades polipeptidicas: 
duas cadeias a identicas e duas cadeias j8 identicas, todas 
as quatro mantidas unidas por interagoes nao covalentes. 
Cada subunidade a e pareada de modo identico com uma 
subunidade j8 dentro da estrutura dessa protema multissu- 
bunidade, de modo que a hemoglobina pode ser considera- 
da tanto um tetramero de quatro subunidades de polipepti- 
deos quanto um dimero de protomeros ajS. 

Algumas proteinas contem duas ou mais cadeias poli¬ 
peptidicas ligadas covalentemente. Por exemplo, as duas 
cadeias polipeptidicas da insulina sao unidas por ligagoes 
dissulfeto. Em tais casos, os polipeptideos individuals nao 
sao considerados subunidades, mas sao comumente chama- 
dos simplesmente de cadeias. 

A composigao de aminoacidos das proteinas tambem 
e muito variavel. Os 20 aminoacidos comuns quase nunca 
ocorrem em quantidades iguais em uma proteina. Alguns 
aminoacidos podem ocorrer apenas uma vez ou estar au- 


sentes em determinado tipo de proteina; outros podem 
ocorrer em grande numero. A Tabela 3-3 mostra a compo¬ 
sigao de aminoacidos do citocromo c e do quimotripsinoge- 
nio bovinos, o ultimo sendo o precursor inativo da enzima 
digestiva quimotripsina. Essas duas proteinas, com fungoes 
muito diferentes, tambem diferem significativamente em 
numeros relatives de cada tipo de residue de aminoacido. 

E possivel calcular o numero aproximado de residues 
de aminoacidos em uma simples proteina que nao conteuha 
quaisquer outros coustituiutes quimicos dividindo a sua mas- 
sa molecular por 110. Embora a massa molecular media dos 
20 aminoacidos comuns seja de cerca de 138, os aminoacidos 
menores predomiuam ua maioria das proteinas. Levando em 
couta as proporgoes uas quais os varies aminoacidos ocorrem 
em uma proteina media (Tabela 3-1; as medias sao determi- 
uadas pela pesquisa da composigao dos aminoacidos de mais 
de 1.000 proteinas diferentes), a massa molecular media dos 
aminoacidos de uma proteina e mais proxima de 128. Como 
uma molecula de agua (M^ 18) e removida para criar cada 
ligagao peptidica, a massa molecular media de um residue de 
aminoacido em uma proteina e de cerca de 128 - 18 = 110. 


TABELA 3-3 


Composigao de aminokidos de duas proteinas 


Citocromo cbovino 


Aminoacido 

Ala 

Arg 

Asn 

Asp 

Cys 

Gin 

Glu 

Gly 

His 

He 

Leu 

Lys 

Met 

Phe 

Pro 

Ser 

Thr 

Trp 

Tyr 

Val 

Total 


Numero de residues 
por molecula 

6 

2 

5 
3 
2 
3 
9 

14 

3 

6 
6 

18 

2 

4 
4 
1 
8 
1 
4 
3 

104 


Porcentagem 
do total^ 

6 

2 

5 
3 
2 
3 
9 

13 

3 

6 
6 

17 

2 

4 
4 
1 
8 
1 
4 
3 

102 


Quimotripsinogenio bovino 

Numero de residues Porcentagem 
por molecula do totaP 


22 

9 

4 

1,6 

14 

5,7 

9 

3,7 

10 

4 

10 

4 

5 

2 

23 

9,4 

2 

0,8 

10 

4 

19 

7,8 

14 

5,7 

2 

0,8 

6 

2,4 

9 

3,7 

28 

11,4 

23 

9,4 

8 

3,3 

4 

1,6 

23 

9,4 

245 

99,7 


Nota: Em algumas analises usuais, como a hidrolise acida, Asp e Asn nao sao distinguidos um do outro, sendo designados em 
conjunto como Asx (ou B). De forma semelhante, quando Glu e Gin nao podem ser distinguidos, eles sao designados juntos 
como Glx (ou Z). Adicionalmente, Trp e destruido por hidrolise acida. Metodos adicionais devem ser utilizados para se obter 
uma avaliagao precisa do conteudo completo de aminoacidos. 

*Porcentagens nao somam 100% em razao de arredondamentos. 
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TABELA3-4 


Protemas conjugadas 


Classe 


Grupo prostetko 


Exempio 


Lipoproteinas 

Lipideos 

jS^-Lipoproteina sanguinea 

Glicoproteinas 

Carboidratos 

Imunoglobulina G 

Fosfoproteinas 

Grupos fosfato 

Caseina do leite 

Hemoproteinas 

Heme (porfirina ferrica) 

Hemoglobina 

Flavoproteinas 

Nucleotideos de flavina 

Succinato-desidrogenase 

Metaloproteinas 

Ferro 

Ferritina 


Zinco 

Alcool-desidrogenase 


Calcio 

Caknodulina 


Molibdenio 

Dinitrogenase 


Cobre 

Plastocianina 


Algumas protemas contem outros grupos qui'micos 
alem dosaminokidos 

Muitas protemas, como, por exempio, as enzimas ribonu- 
clease A e a quimotripsina, contem apenas residues de 
aminoacidos e nenhum outre constituinte quimico; elas sao 
consideradas protemas simples. Entretanto, algumas pro¬ 
temas contem componentes quimicos permanentemente 
associados alem dos aminoacidos; elas sao chamadas de 
protemas conjugadas. A parte nao aminoacido de uma 
proteina conjugada e normalmente chamada de grupo 
prostetico. As protemas conjugadas sao classificadas com 
base na natureza quimica de sens grupos prosteticos (Ta- 
bela 3-4); por exempio, lipoprotemas contem lipideos, 
glicoprotemas contem grupos de agucares e metalopro- 
teinas contem um metal especifico. Algumas protemas 
contem mais de um grupo prostetico. Normalmente o grupo 
prostetico desempenha um papel importante na fungao bio- 
logica da proteina. 

RESUMO 3.2 Pepti'deos e protemas 

► Aminoacidos podem ser unidos de modo covalente por 
meio de ligagoes peptidicas para formar peptideos e 
protemas. As celulas geralmente contem milhares de 
protemas diferentes, cada uma com uma atividade bio- 
logica diferente. 

► Protemas podem ser cadeias peptidicas muito longas 
de 100 a muitos milhares de residues de aminoacidos. 
Entretanto, alguns peptideos que ocorrem naturalmen- 
te possuem apenas alguns poucos residues de aminoa¬ 
cidos. Algumas proteinas sao compostas por varias ca¬ 
deias polipeptidicas associadas de modo nao covalente, 
chamadas de subunidades. 

► Proteinas simples produzem, por hidrolise, apenas ami¬ 
noacidos; proteinas conjugadas contem alem deles, al¬ 
guns outros componentes, tais como um metal on um 
grupo prostetico. 

3.3 Trabalhando com protemas 

A compreensao da estrutura e fungao de proteinas pelos 
bioquimicos derivou de estudos de muitas proteinas indivi- 


duais. Para estudar em detalhe uma proteina, o pesquisador 
deve ser capaz de separa-la de outras proteinas na forma 
pura e deve dominar as tecnicas para determinar suas pro- 
priedades. Os metodos necessaries vem da quimica de pro¬ 
teinas, disciplina tao antiga quanto a propria bioquimica e 
que mantem uma posigao central na pesquisa bioquimica. 

Protemas podem ser separadas e purificadas 

Uma preparagao pura e essencial para a determinagao das 
propriedades e atividades de uma proteina. Visto que as 
celulas contem milhares de diferentes tipos de proteinas, 
como uma proteina pode ser purificada? Metodos classicos 
para separagao de proteinas se aproveitam das proprieda¬ 
des que variam de uma proteina para outra, incluindo o ta- 
manho, a carga e as propriedades de ligagao. Eles foram 
complementados nas ultimas decadas por outros metodos, 
envolvendo a clonagem do DNA e o sequenciamento do 
genoma, que podem simplificar o processo de purificagao 
de proteinas. Os metodos mais recentes, apresentados no 
Capitulo 9, frequentemente modificam artificialmente a 
proteina que esta sendo purificada, adicionando poucos on 
muitos residuos de aminoacidos a uma on ambas as extre- 
midades. A conveniencia, portanto, paga o prego de alterar 
potencialmente a atividade da proteina purificada. A purifi¬ 
cagao de proteinas em sens estados natives (a forma como 
funcionam nas celulas) depende geralmente dos metodos 
descritos aqui. 

A fonte de uma proteina e geralmente um tecido on uma 
celula microbiana. A primeira etapa de qualquer procedi- 
mento de purificagao de proteina e romper essas celulas, 
liberando suas proteinas em uma solugao chamada de ex- 
trato bruto. Se necessario, pode ser utilizada centrifuga- 
gao diferencial para preparar fragoes subcelulares on para 
isolar organelas especificas (ver Figura 1-8). 

Uma vez prontos o extrato on a preparagao de organe¬ 
las, varies metodos estao disponiveis para purificar uma 
on mais das proteinas neles contidas. Em geral, o extrato 
e submetido a tratamentos para separar as proteinas em di¬ 
ferentes fragoes com base em uma propriedade, tal como 
tamanho on carga, em um processo chamado de fraciona- 
mento. Etapas iniciais de fracionamento em uma purifica¬ 
gao utilizam diferengas na solubilidade de proteinas, que 
sao uma fungao complexa do pH, temperatura, concentra- 
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gao de sais e outros fatores. A solubilidade de protemas e 
reduzida em presenga de alguns sais, um efeito chamado de 
salting out. A adigao de certos sais na quantidade correta 
pode precipitar seletivamente algumas protemas, enquan- 
to outras permanecem em solugao. Particularmente eficaz, 
o sulfato de amonio ((NHJgSOJ e muitas vezes utilizado 
para precipitar protemas. As protemas assim precipitadas 
sao removidas daquelas que permanecem em solugao por 
centrifugagao em baixa rotagao. 

Uma solugao contendo a proteina de interesse geral- 
mente precisa ser modificada adicionalmente antes que as 
etapas de purificagao subsequentes sejam possiveis. Por 
exemplo, a dialise e um procedimento que separa protei- 
nas de solutos pequenos se aproveitando do tamanho maior 
das protemas. 0 extrato parcialmente purificado e colocado 
em uma bolsa ou tubo composto por uma membrana semi- 
permeavel. Quando este e suspenso em um volume muito 
maior de uma solugao tamponada de forga ionica adequada, 
a membrana permite a troca de sal e de solugao tampao, 
mas nao de protemas. Assim, a dialise retem as protemas 
grandes no interior da bolsa membranosa ou tubo, permi- 
tindo que a concentragao de outros solutos na preparagao 
de protemas se altere ate ficarem em equilibrio com a so¬ 
lugao fora da membrana. A dialise pode ser utilizada, por 
exemplo, para remover o sulfato de amonio da preparagao 
proteica. 

Os metodos mais eficientes para fracionar protemas uti- 
lizam a cromatografia em coluna, que se utiliza das dife- 
rengas na carga das protemas, tamanho, afinidade de ligagao 
e outras propriedades (Figura 3-16). Um material solido 
poroso com propriedades quimicas adequadas (fase estacio- 
naria) e mantido em uma coluna, e uma solugao tamponada 
(fase movel) migra atraves dela. A proteina, dissoMda na 
mesma solugao tampao que foi utilizada para estabelecer a 
fase movel, e colocada no topo da coluna. A proteina entao 
atravessa a matriz solida como uma banda que se expande 
cada vez mais no interior da fase movel maior. Proteinas in- 
dividuais migram com mais rapidez ou lentidao atraves da 
coluna, dependendo de suas propriedades. 

A cromatografia de troca ionica explora as diferen- 
gas no sinal e magnitude da carga eletrica final de protei¬ 
nas em um determinado pH (Figura 3-17a). A matriz da 
coluna e um polimero sintetico (resina) que contem gru- 
pos carregados ligados; aqueles ligados a grupos anionicos 
sao chamados de permutadores de cations, e aqueles 
ligados a grupos cationicos sao chamados de permutado¬ 
res de anions. A afinidade de cada proteina pelos grupos 
carregados na coluna e afetada pelo pH (que determina o 
estado de ionizagao da molecula) e a concentragao de ions 
de sais livres competindo na solugao circundante. A sepa- 
ragao pode ser otimizada por mudangas graduais no pH e/ 
ou na concentragao de sal da fase movel de modo a criar 
um gradiente de pH ou de sal. Na cromatografia de tro¬ 
ca cationica, a matriz solida tern grupos carregados nega- 
tivamente. Na fase movel, as proteinas com uma carga final 
positiva migram atraves da matriz mais lentamente que 
aquelas proteinas com uma carga final negativa, porque a 
migragao das primeiras e mais retardada por sua interagao 
com a fase estacionaria. 

Em colunas de troca ionica, a expansao da banda de 
proteina na fase movel (a solugao proteica) e causada 


Tempo 



Matriz solida porosa 
(fase estacionaria) 

Suporte poroso 



FIGURA 3-16 Cromatografia em coluna. Os elementos padrao de uma 
coluna cromatografica incluem um material poroso (matriz) solido apoiado 
no interior de uma coluna, geralmente feita de plastico ou vidro. Uma solu¬ 
gao, a fase movel, flui atraves da matriz, a fase estacionaria. A solugao que sai 
da coluna (o efiuente) e constantemente substituida pela solugao fornecida 
por um reservatorio no topo. A solugao de proteina a ser separada e coloca¬ 
da no topo da coluna e deixada percolar pela matriz solida. Mais solugao e 
adicionada no topo. A solugao proteica forma uma banda no interior da fase 
movel que tern inicialmente a profundidade da solugao de proteina aplica- 
da a coluna. A medida que as proteinas migram atraves da coluna (mostra- 
da aqui em cinco momentos diferentes), elas sao retardadas em diferentes 
graus por suas diferentes interagoes com o material da matriz. A banda total 
de proteina, portanto, se amplia a medida que se move atraves da coluna. 
Tipos individuals de proteinas (como A, B e C, mostradas em azul, vermelho 
e verde) se separam gradualmente umas das outras, formando bandas no 
interior da banda proteica mais larga. A separagao melhora (i.e., aumenta a 
resolugao) a medida que o comprimento da coluna aumenta. Entretanto, 
cada banda proteica individual tambem se alarga com o tempo devido a 
dispersao por difusao, processo que diminui a resolugao. Nesse exemplo, a 
proteina A esta bem separada da B e C, mas a dispersao por difusao impede 
a separagao completa de B e C sob essas condigoes. 


tanto pela separagao de protemas com diferentes proprie¬ 
dades quanto pela dispersao por difusao. A medida que o 
comprimento da coluna aumenta, a resolugao de dois tipos 
de protemas com diferentes cargas finais geralmente me¬ 
lhora. Entretanto, a velocidade na qual a solugao protei¬ 
ca pode fluir atraves da coluna geralmente diminui com 
o comprimento da coluna. E, a medida que a duragao do 
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Proteina 


Granules de polimero 
com grupos funcionais 
carregados negativamente 


A mistura de proteinas e 
adicionada a coluna contendo 
permutadores de cations. 


0Carga final positiva elevada 
oCarga final positiva 
©Carga final negativa 
OCarga final negativa elevada 


As proteinas movem-se 
atraves da coluna em 
velocidades determinadas 
por suas cargas finals no 
pH utilizado. Com 
permutadores de cations, 
as proteinas com mais 
carga final negativa 
movem-se mais rapido e 
eluem mais cedo. 
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que contem urn 
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nas fragoes iniciais. 
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(a) Cromatografia de troca ionica 


(b) Cromatografia de exclusao por tamanho 



Solugao de ligante e 
adicionada a coluna 


A mistura de proteinas 
e adicionada a coluna 
contendo urn ligante 
covalentemente ligado ao 
polimero, especifico para 
a proteina de interesse. 




Bombap:^: 




FIGURA 3-17 Tres metodos cromatograficos usados na puri- 
fica^ao de proteinas. (a) A cromatografia de troca ionica explora 
diferengas no sinal e na magnitude das cargas eletricas finals de 
proteinas em urn determinado pH. (b) A cromatografia de exclusao 
por tamanho, tambem chamada de filtrapao em gel, separa protei¬ 
nas de acordo com o tamanho. (c) A cromatografia de afinidade 
separa proteinas por suas especificidades de ligapao. Detalhes adi- 
cionais desses metodos sao fornecidos no texto. 
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tempo dispendido na coluna aumenta, a resolugao pode 
diminuir como resultado da dispersao por difusao no in¬ 
terior de cada banda proteica. A medida que o conteudo 
da solugao proteica sai de uma coluna, porgoes sucessivas 
(fragoes) desse efluente sao coletadas em tubos de ensaio. 
Cada fragao pode ser testada para a presenga da proteina 
de interesse, assim como outras propriedades, tais como a 
forga ionica on a concentragao total de proteinas. Todas as 
fragoes positivas para a proteina de interesse podem ser 
reunidas como o produto dessa etapa cromatografica da 
purificagao de proteinas. 

PROBLEMA RESOLVIDO 3-1 Troca ionica de peptideos 


Um bioquimico deseja separar dois peptideos por cromato- 
grafia por troca ionica. No pH da fase movel a ser utilizado 
na coluna, um peptideo(A) possui uma carga final de -3, 
em decorrencia da presenga de mais residues de Glu e Asp 
do que de Arg, Lys e His. 0 peptideo B tern carga final de 
+1. Qual peptideo ira eluir primeiro a partir de uma resina 
de troca cationica? Qual ira eluir primeiro a partir da resina 
de troca anionica? 


Solu^ao: Uma resina de troca cationica possui cargas nega- 
tivas e se liga a moleculas carregadas positivamente, retar- 
dando seu progresso pela coluna. 0 peptideo B, com sua 
carga final positiva, interagira mais fortemente do que o 
peptideo A com a resina de troca cationica e, portanto, o 
peptideo A ira eluir primeiro. Na resina de troca anionica, o 
peptideo B ira eluir primeiro. 0 peptideo A, sendo carrega- 
do negativamente, sera retardado por sua interagao com a 
resina positivamente carregada. 


A Figura 3-17 mostra duas outras variagoes da croma- 
tografia em coluna alem da troca ionica. A cromatografia 
de exclusao por tamanho, tambem chamada de filtragao 
em gel (Figura 3-17b), separa as proteinas de acordo com o 
tamanho. Neste metodo, as proteinas grandes emergem da 
coluna mais cedo do que as proteinas menores - resultado 
um tanto contrario ao esperado intuitivamente. A fase soli- 
da consiste em granules de polimeros reticulados com po¬ 
res ou cavidades projetados com um determinado tamanho. 
As proteinas grandes nao podem entrar nas cavidades e, 
assim, tomam um caminho mais curto (e mais rapido) atra- 
ves da coluna, ao redor dos granules. Proteinas pequenas 
penetram nas cavidades e sao retardadas em seu caminho 
de labirintos atraves da coluna. A cromatografia de exclu¬ 
sao por tamanho tambem pode ser utilizada para estimar o 
tamanho de uma proteina que esta sendo purificada, utili- 
zando metodos semelhantes aos descritos na Figura 3-19. 

A cromatografia de afinidade se baseia na afinidade 
de ligagao (Figura 3-17c). Os granules na coluna tern um 
grupo quimico covalentemente ligado chamado de ligante 
- um grupo ou molecula que se liga a uma macromolecula, 
tal como uma proteina. Quando uma mistura de proteinas e 
adicionada a coluna, qualquer proteina com afinidade para 
esse ligante se liga aos granules, e sua migragao atraves da 
matriz e retardada. Por exemplo, se a fungao biologica de 
uma proteina envolve a ligagao ao ATP, entao, ligando-se 
uma molecula que se assemelha ao ATP a esses granules 


na coluna cria-se uma matriz de afinidade que pode ajudar 
a purificar a proteina. A medida que a solugao proteica se 
desloca atraves da coluna, as proteinas ligadoras de ATP 
(incluindo a proteina de interesse) se ligam a matriz. Apos 
a lavagem das proteinas que nao se ligam na coluna, a pro¬ 
teina ligada e eluida por uma solugao contendo uma alta 
concentragao de sal ou um ligante livre - nesse case o ATP 
ou um analogo do ATP. 0 sal enfraquece a ligagao da pro¬ 
teina ao ligante imobilizado, interferindo com as interagoes 
ionicas. 0 ligante livre compete com o ligante ligado aos 
granulos, liberando a proteina da matriz; o produto proteico 
que elui da coluna e com frequencia ligado ao ligante utili¬ 
zado para elui-lo. 

Metodos cromatograficos sao aperfeigoados com a 
utilizagao de HPLC, ou cromatografia liquida de alto 
desempenho. A HPLC faz uso de bombas de alta pressao 
que aceleram o movimento das moleculas de proteina co¬ 
luna abaixo, bem como materials cromatograficos de maior 
qualidade que podem suportar a forga de esmagamento do 
fluxo pressurizado. Reduzindo o tempo de transito na colu¬ 
na, a HPLC pode limitar a dispersao por difusao das bandas 
proteicas e, assim, melhorar muito a resolugao. 

A abordagem para purificagao de uma proteina que nao 
tenha sido previamente isolada e guiada tanto pelos prece- 
dentes estabelecidos quanto pelo senso comum. Na maioria 
dos casos, varios metodos diferentes devem ser utilizados 
sequencialmente para purificar uma proteina completa- 
mente, cada metodo separando as proteinas com base em 
propriedades diferentes. Por exemplo, se uma etapa separa 
as proteinas ligadoras de ATP daquelas que nao se ligam 
a ele, entao, a proxima etapa deve separar as varias pro¬ 
teinas ligadoras de ATP com base no tamanho ou na carga 
para isolar a proteina especifica que e desejada. A escolha 
dos metodos e um tanto empirica, e muitas estrategias po¬ 
dem ser tentadas antes que a mais eficaz seja encontrada. 
Tentativas e erros podem ser frequentemente minimizados 
baseando-se o novo procedimento em tecnicas de purifica¬ 
gao desenvolvidas para proteinas semelhantes. Protocolos 
de purificagao publicados estao disponiveis para muitos mi- 
Ihares de proteinas. 0 senso comum determina que proce- 
dimentos mais baratos, tal como o salting out, devam ser 
utilizados primeiro, quando o volume total e o numero de 
contaminantes sao maiores. Metodos cromatograficos sao 
frequentemente impraticaveis nas fases iniciais porque a 
quantidade de meio cromatografico necessario aumenta 
com o tamanho da amostra. A medida que cada etapa de 
purificagao se completa, o tamanho da amostra geralmente 
se torna menor (Tabela 3-5), tornando possivel utilizar pro- 
cedimentos cromatograficos mais sofisticados (e caros) em 
fases posteriores. 

Proteinas podem ser separadas e caracterizadas 
poreletroforese 

Outra tecnica importante para separagao de proteinas se 
baseia na migragao de proteinas carregadas em um campo 
eletrico, um processo chamado de eletroforese. Em ge- 
ral, esses procedimentos nao sao utilizados para purificar 
proteinas, pois alternativas mais simples estao disponiveis 
e metodos eletroforeticos com frequencia afetam adversa- 
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TABELA3-5 


Tabela de purifica^ao para uma enzima hipotetica 


Volume da fra^ao Protema total Atividade 

Procedimento ou etapa (ml) (mg) (unidades) 


1. Extrato celular bruto 

1.400 

10.000 

100.000 

2. Precipitagao com sulfato de amonio 

280 

3.000 

96.000 

3. Cromatografia de troca ionica 

90 

400 

80.000 

4. Cromatografia de exclusao por tamanho 

80 

100 

60.000 

5. Cromatografia de afinidade 

6 

3 

45.000 


Atividade especiflca 
(unidades/mg) 

10 

32 

200 

600 

15.000 


Nota: Todos os dados representam o estado da amostra apos a realizagao do procedimento designado. A atividade e a atividade especifica sao definidas na 
pagina 95. 


mente a estmtura e, desse modo, a fungao das protemas. 
Entretanto, como um metodo analitico, a eletroforese e ex- 
tremamente importante. Sua vantagem e que as protemas 
podem ser visualizadas, bem como separadas, permitindo 
ao pesquisador estimar rapidamente o numero de protei- 
nas diferentes em uma mistura ou o grau de pureza de uma 
preparagao proteica especifica. A eletroforese tambem 
pode ser utilizada para determinar propriedades cruciais 
de uma protema, tal como seu ponto isoeletrico, e estimar 
sua massa molecular. 


Em geral, a eletroforese de protemas e realizada em geis 
compostos de polimeros reticulados de poliacrilamida (Fi- 
gura 3-18). 0 gel de poliacrilamida age como uma peneira 
molecular, retardando a migragao de protemas aproximada- 
mente em proporgao a sua razao carga-massa. A migragao 
tambem pode ser afetada pela forma da protema. Na ele¬ 
troforese, a forga que move a macromolecula e o potencial 
eletrico E. A mobilidade eletroforetica, jui, de uma molecula 
e a razao de sua velocidade V, em relagao ao seu potencial 
eletrico. A mobilidade eletroforetica e tambem igual a carga 





FIGURA3-18 Eletroforese. (a) Diferentes amostras sao colocadas em 
pogos ou depressoes no topo do gel de SDS-poliacrilamida. As proteinas se 
movem para o gel quando um campo eletrico e aplicado. 0 gel minimiza 
as correntes de convecgao causadas pelos pequenos gradientes de tem¬ 
perature, bem como movimentos proteicos alem daqueles induzidos pelo 
campo eletrico. (b) Proteinas podem ser visualizadas apos eletroforese tra- 
tando o gel com um corante como o azul Coomassie, que se liga as protei¬ 
nas, mas nao ao gel em si. Cada banda no gel representa uma proteina di- 
ferente (ou subunidade de proteina); proteinas menores se movem atraves 
do gel mais rapidamente que as maiores e, portanto, sao encontradas mais 


proximas da base do gel. Esse gel ilustra a purificagao da proteina RecA de 
Escherichia coii (descrita no Capitulo 25). 0 gene para a proteina RecA foi 
clonado (Capitulo 9) para que sua expressao (sintese da proteina) pudesse 
ser controlada. A primeira canaleta mostra um conjunto de proteinas pa- 
drao (de conhecido), servindo como marcadores de massa molecular. 
As duas canaletas seguintes mostram proteinas de celulas de E. coii antes e 
depois que a sintese da proteina RecA foi induzida. A quarta canaleta mos¬ 
tra as proteinas presentes apos sucessivas etapas de purificagao. A proteina 
purificada e uma cadeia polipeptidica unica (M^, 38.000), como mostrado 
na canaleta mais a direita. 
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FIGURA 3-19 Estimando a massa molecular de uma protema. A mo- 

bilidade eletroforetica de uma protema em gel de SDS-poliacrilamida esta 
relacionada a sua massa molecular, M^. (a) Proteinas-padrao de massa mo¬ 
lecular conhecido sao sujeitas a eletroforese (calha 1). Estas proteinas mar- 
cadoras podem ser usadas para estimar a massa molecular de uma protema 
desconhecida (calha 2). (b) Urn grafico do log das proteinas marcado- 
ras versus migrapao relativa durante a eletroforese e linear, permitindo que 


a massa molecular da protema desconhecida seja lido a partir do grafico. 
(De maneira semelhante, urn conjunto de proteinas padrao com tempos de 
retenpao reproduziveis em uma coluna de exclusao portamanho pode ser 
usado para criar uma curva padrao de tempo de retenpao versus log M^. 0 
tempo de retenpao de uma substancia desconhecida na coluna pode ser 
comparado com sua curva padrao para obter urn aproximado.) 


final Z da molecula dividida por sen coeficiente de fricgao 
/, que reflete em parte a forma de uma protema. Portanto: 

V Z 
E~ f 

A migragao de uma protema em um gel durante a eletro¬ 
forese e, portanto, uma fungao do seu tamanho e formato. 

Um metodo eletroforetico comumente empregado para 
estimar a pureza e a massa molecular utiliza o detergente 

dodecil sulfato de sodio (SDS) (“dodecil” significa uma 
cadeia de 12 carbonos). 


O 

, II 

Na+ ■0-S-0-(CH2 )iiCH3 

O 


Dodecil sulfato de sodio 
(SDS) 


Uma protema se ligara cerca de 1,4 vez sua massa de SDS, 
aproximadameute uma molecula de SDS para cada residue 
de amiuoacido. Um SDS ligado coutribui com uma grande 
carga final uegativa, toruaudo a carga iutrluseca da protema 
iusiguificaute e couferiudo a cada protema uma razao carga- 
-massa semelhante. Alem disso, a ligagao de SDS desdobra 
parcialmeute as proteinas, de modo que a maior parte das 
proteinas ligadas ao SDS assume uma forma semelhante a 
bastonetes. A eletroforese na presenga de SDS, portanto, se- 
para proteinas quase que exclusivamente com base em sua 
massa (massa molecular), com os peptldeos menores migran- 
do mais rapidamente. Apos a eletroforese, as proteinas sao 
visualizadas pela adigao de um corante, como o azul de Coo- 


massie, que se liga as proteinas, mas nao ao gel em si (Figura 
3-18b). Assim, um pesquisador pode monitorar o progresso 
de um procedimento de purificagao de proteinas a medida 
que 0 numero de bandas de proteinas vislveis no gel diminui 
apos cada nova fase de fracionamento. Quando comparada as 
posigoes para as quais as proteinas de massa molecular co¬ 
nhecido migram no gel, a posigao de uma protelna nao identi- 
ficada pode fornecer uma boa estimativa de sua massa mole¬ 
cular (Figura 3-19). Se a protelna tern duas ou mais 
subunidades diferentes, as subunidades sao geralmente sepa- 
radas por tratamento com SDS, e uma banda separada apare- 
ce para cada uma delas. ^ Eletroforese em gel com SDS 

A focalizagao isoeletrica e um procedimento utiliza- 
do para determinar o ponto isoeletrico (pi) de uma protelna 
(Figura 3-20). Um gradiente de pH e estabelecido permi- 
tindo-se que uma mistura de acidos e bases organicas de 
baixo peso molecular (anfolitos; p. 81) se distribula em um 
campo eletrico gerado ao longo do gel. Quando uma mistura 
de proteinas e aplicada, cada protelna migra ate alcangar o 
pH correspondente ao seu pi. Proteinas com pontos isoele- 
tricos diferentes sao, assim, distribuldas de modo diferente 
ao longo do gel. 

A combinagao da focalizagao isoeletrica com a eletro¬ 
forese em SDS sequencialmente em um processo chamado 
de eletroforese bidimensional permite a resolugao de 
misturas complexas de proteinas (Figura 3-21). Esse e 
um metodo analltico mais senslvel do que qualquer metodo 
eletroforetico sozinho. A eletroforese bidimensional separa 
proteinas de massa molecular identica que diferem em seu 
pi, ou proteinas com valores de pi semelhantes, mas com 
massas moleculares diferentes. 
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Lima amostra de protema pode ser aplicada a uma 
extremidade de uma fita de gel com urn gradiente de 
pH imobilizado. Ou uma amostra de protema em uma 
solugao de anfolitos pode ser usada para reidratar uma 
fita de gel desidratada. 






Um campo eletrico e aplicado 

© 



© 


1 

1 

• • * 


pH 9 - 


- pi descrescente ■ 


-pH 3 


Apos serem coradas, as protemas sao mostradas distribuidas 
ao longo do gradiente de pH segundo seus valores de pH. 

FIGURA3-20 Focaliza^ao isoeletrica. Essa tecnica separa proteinas de 
acordo com seus pontos isoeletricos. Uma mistura de proteinas e colocada 
em uma fita de gel contendo urn gradiente de pH imobilizado. Com a apli- 
cagao de urn campo eletrico, as proteinas entram no gel e migram ate que 
cada uma atinja urn pH equivalente ao seu pi. Lembre-se que quando o pH 
= pi, a carga final de uma protema e zero. 


Protemas nao separadas podem ser quantificadas 

Para purificar uma protema, e essencial possuir um meio 
para detectar e quantificar aquela protema na presenga de 
muitas outras protemas em cada estagio do procedimento. 
Frequentemente, a purificagao deve prosseguir na ausencia 
de qualquer informagao sobre o tamanho ou propriedades 
fisicas da protema ou sobre a fragao da massa proteica total 
que ela representa no extrato. Para protemas que sao enzi- 
mas, a quantidade de uma determinada solugao ou extrato 
de tecido pode ser medida ou ensaiada, em termos do efeito 
catalitico que a enzima produz - isto e, o aumento na taxa 
em que seu substrate e convertido para produtos de rea- 
gao quando a enzima esta presente. Para esse proposito, o 
pesquisador deve conhecer (1) a equagao geral da reagao 
catalisada, (2) um procedimento analitico para determinar 
o desaparecimento do substrate ou o aparecimento de um 
produto de reagao, (3) se a enzima necessita de cofatores, 
como ions metalicos ou coenzimas, (4) a dependencia da 
atividade enzimatica da concentragao do substrate, (5) o 
pH otimo e (6) uma zona de temperatura em que a enzima 
e estavel e possui alta atividade. Enzimas sao geralmente 
analisadas em seu pH otimo em alguma temperatura con- 
veniente na faixa de 25 a 38°C. Altas concentragoes de 
substrate tambem sao geralmente utilizadas, de mode que a 
velocidade de reagao inicial, medida experimentalmente, e 
proporcional a concentragao da enzima (Capitulo 6). 

Por convengao internacional, a unidade 1,0 de ativida¬ 
de enzimatica para a maior parte das enzimas e definida 
como a quantidade de enzima que leva a transformagao 
de 1,0 jamol de substrate em produto, por minute, a 25°C, 
sob condigoes otimas de medigao (para algumas enzimas, 
essa definigao nao e conveniente, e uma unidade pode ser 
definida diferentemente). 0 termo atividade se refere as 
unidades totais de enzima em uma solugao. A atividade 
especifica e o numero de unidades de enzimas por miligra- 


Amostra de protema 



Proteinas separadas em 
primeira dimensao em fita 
de gel por focalizagao 
isoeletrica 


Fita de gel 


pH 9 


pH 3 


Proteinas separadas em 
segunda dimensao por 
eletroforese em gel de 
poliacrilamida - SDS 



Diminuigao de pi 


FIGURA 3-21 Eletroforese bidimensional. Em primeiro lugar, as protei¬ 
nas sao separadas por focalizagao isoeletrica em uma fita de gel fina. 0 gel 
e colocado entao horizontalmente em um segundo gel em forma de placa, 
e as proteinas sao separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS. 
A separagao horizontal reflete diferengas no pi; a separagao vertical reflete 
diferengas na massa molecular. 0 complemento proteico original e, deste 
modo, espalhado em duas dimensoes. Milhares de proteinas celulares po¬ 
dem ser resolvidas usando essa tecnica. Manchas de proteinas individuals 
podem ser cortadas do gel e identificadas por espectrometria de massa (ver 
Eiguras 3-30 e 3-31). 


ma de protema total (Figura 3-22). A atividade especifica 
e uma medida de pureza enzimatica: ela aumenta durante a 
purificagao de uma enzima e se torna maxima e constante 
quando a enzima e pura (Tabela 3-5, p. 93). 

Apos cada etapa de purificagao, a atividade da prepara- 
gao (em unidades de atividade enzimatica) e analisada, a 
quantidade total de protema e determinada independente- 
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FIGURA 3-22 Atividade versus atividade especffica. A diferenga en- 
tre esses termos pode ser ilustrada considerando dois bequeres contendo 
esferas. Os bequeres contem o mesmo numero de esferas vermelhas, mas 
numeros diferentes de esferas de outras cores. Se as esferas representam 
proteinas, ambos os bequeres contem a mesma atividade da proteina repre- 
sentada pelas esferas vermelhas. 0 segundo bequer, no entanto, apresenta 
a atividade especffica maior porque as esferas vermelhas representam uma 
fraqao mais alta do total. 

mente e a razao das duas fornece a atividade especffica. A 
atividade e a proteina total geralmente diminuem em cada 
etapa. A atividade diminui porque ha sempre alguma per- 
da em consequencia da inativagao on interagoes nao ideals 
com materials cromatograficos on outras moleculas na so- 
lugao. A proteina total diminui porque o objetivo e remover 
o maximo possivel de proteina inespecifica e indesejada. 
Em uma etapa bem-sucedida, a perda de proteina inespe¬ 
cifica e muito maior que a perda de atividade; portanto, a 
atividade especifica aumenta mesmo que a atividade total 
decaia. Os dados estao reunidos em uma tabela de purifi- 
cagao semelhante a Tabela 3-5. Em geral, uma proteina e 
considerada pura quando etapas de purificagao adicionais 
nao conseguem aumentar a atividade especifica e quando 
apenas uma unica especie de proteina pode ser detectada 
Cp. ex., por eletroforese). 

Para proteinas nao enzimas, outros metodos de quanti- 
ficagao sao necessaries. Proteinas de transporte podem ser 


analisadas pela sua ligagao a molecula que elas transportam 
e hormonios e toxinas pelo efeito biologico que produzem; 
por exemplo, hormonios de crescimento irao estimular o 
crescimento de certas celulas em cultura. Algumas pro¬ 
teinas estruturais representam uma grande fragao de uma 
massa tecidual a ponto de ela ser rapidamente extraida e 
purificada sem um ensaio funcional. As abordagens sao tao 
variadas quanto as proprias proteinas. 

RESUMO 3.3 Trabalhando com proteinas 

► Proteinas sao separadas e purificadas com base nas di- 
ferengas de suas propriedades. Proteinas podem ser se- 
letivamente precipitadas por mudangas no pH on tem- 
peratura e, particularmente, pela adigao de certos sals. 
Uma ampla gama de procedimentos cromatograficos faz 
uso de diferengas de tamanho, afinidades de ligagao, 
carga e outras propriedades. Essas incluem a troca ioni- 
ca, a exclusao por tamanho, a afinidade e a cromatogra- 
fia liquida de alto desempenho. 

► Eletroforese separa proteinas com base na massa on 
carga. A eletroforese em gel SDS e a focalizagao isoele- 
trica podem ser utilizadas separadamente on em combi- 
nagao para uma resolugao mais alta. 

► Todos os procedimentos de purificagao exigem um me- 
todo para quantificagao on analise da proteina de in- 
teresse na presenga de outras proteinas. A purificagao 
pode ser monitorada por analise da atividade especifica. 

3.4 A estrutura de proteinas: estrutura primaria 

A purificagao de uma proteina e geralmente apenas um 
preludio para uma dissecgao bioquimica detalhada de sua 
estrutura e fungao. 0 que torna uma proteina uma enzima, 
outra um hormonio, outra uma proteina estrutural e ainda 
outra um anticorpo? Como elas diferem quimicamente? As 
distingoes mais obvias sao estruturais, e agora sera aborda- 
da a estrutura das proteinas. 

A estrutura de grandes moleculas, tais como protei¬ 
nas, pode ser descrita em varies niveis de complexidade, 
arranjada em um tipo de hierarquia conceitual. Quatro ni¬ 
veis de estrutura proteica sao comumente definidos (Fi- 
gura 3-23). Uma descrigao de todas as ligagoes covalentes 


FIGURA 3-23 Niveis de estrutura nas 
proteinas. A estrutura primaria consiste em 
uma sequencia de aminoacidos unidos por 
ligagoes peptidicas e inclui quaisquer pontes 
dissulfeto. 0 polipeptideo resultante pode 
ser disposto em unidades de estrutura secun¬ 
daria, como em uma helice a. A helice e uma 
parte da estrutura tercidria do polipeptideo 
dobrado, que e ele mesmo uma das subuni- 
dades que compoem a estrutura quaterndria 
da proteina multissubunidade, nesse caso a 
hemoglobina. 


Estrutura 

primaria 



Residues de Cadeia polipeptidica 

aminoacidos 


Estrutura 

quaternaria 



Subunidades reunidas 




























PRINCIPIOS DE BlOQUIMICA DE LEHNINGER 97 


Cprincipalmente ligagoes peptidicas e ligagoes dissulfeto) 
ligando residues de aminoacidos em uma cadeia polipepti- 
dica e a sua estrutura primaria. 0 elemento mais impor- 
tante da estrutura primaria e a sequencia de residues de 
amineacides. A estrutura secundaria se refere a arranjes 
particularmente estaveis de residues de amineacides dan- 
de erigem a padroes estruturais recerrentes. A estrutura 
terciaria descreve tedes es aspectes de enevelamente 
tridimensienal de um pelipeptidee. Quande uma preteina 
tern duas eu mais subunidades pelipeptidicas, seus arran¬ 
jes ne espage sae chamades de estrutura quaternaria. 
Nessa expleragae de preteinas, per fim, inclui maquinas 
preteicas cemplexas que censistem em dezenas de milha- 
res de subunidades. A estrutura primaria e e fece de res- 
tante deste capitule; es niveis mais elevades de estrutura 
sae discutides ne Capitule 4. 

As diferengas na estrutura primaria pedem ser especial- 
mente infermativas. Cada preteina tern um numere e uma 
sequencia de residues de amineacides distintes. Ceme sera 
viste ne Capitule 4, a estrutura primaria de uma preteina 
determina ceme ela se debra em sua estrutura tridimen¬ 
sienal unica, e isse, per sua vez, determina a fungae da 
preteina. Em primeire lugar, serae censiderades es indicies 
empirices de que a sequencia de amineacides e a fungae 
da preteina sae intimamente ligadas; em seguida, sera des- 
crite ceme a sequencia de amineacides e determinada; e, 
finalmente, serae destacades es multiples uses dessas in- 
fermagoes. 

A fun^ao de uma protei'na depende de sua sequencia 
de aminoacidos 

A hdiCieimEscherichia coli preduz mais de 3.000 preteinas 
diferentes; um ser humane tern —25.000 genes que cedi- 
ficam um numere muite maier de preteinas (per meie de 
precesses genetices discutides na Parte III deste livre). Em 
ambes es cases, cada tipe de preteina pessui uma sequen¬ 
cia de amineacides unica que cenfere uma determinada es¬ 
trutura tridimensienal. Essa estrutura, per sua vez, cenfere 
uma fungae especifica. 

Algumas ebservagoes simples ilustram a impertancia da 
estrutura primaria eu a sequencia de amineacides de uma 
preteina. Em primeire lugar, ceme ja ebservade, as pretei¬ 
nas cem fungoes diferentes sempre pessuem sequencias 
de amineacides diferentes. Em segunde lugar, milhares de 
deengas geneticas humanas feram rastreadas para a pre- 
dugae de preteinas defeituesas. 0 defeite pede variar de 
uma simples treca na sequencia de amineacides (ceme na 
anemia falciferme, descrita ne Capitule 5) a delegae de uma 
pergae maier da cadeia pelipeptidica (ceme na maier parte 
des cases da distrefia muscular de Duchenne: uma grande 
delegae ne gene que cedifica a preteina distrefina leva a 
predugae de uma preteina encurtada e inativa). Finalmen¬ 
te, cemparande preteinas funcienalmente semelhantes de 
diferentes especies, fei desceberte que essas preteinas fre- 
quentemente tern sequencias de amineacides semelhantes. 
Pertante, uma ligagae intima entre a estrutura primaria da 
preteina e sua fungae e evidente. 

A sequencia de amineacides e tetalmente fixa eu inva- 
riavel para uma determinada preteina? Nae; alguma flexi- 


bilidade e pessivel. Estima-se que 20 a 30% das preteinas 
humanas sejam polimorficas, pessuinde variagoes nas 
sequencias de amineacides na pepulagae humana. Muitas 
dessas variagoes na sequencia tern pouco ou nenhum efeito 
na fungae da preteina. Alem disso, preteinas que desem- 
penham fungoes muite semelhantes em especies distante- 
mente relacionadas pedem ser muite diferentes no tama- 
nho geral e na sequencia de aminoacidos. 

Embora a sequencia de aminoacidos em algumas regioes 
da estrutura primaria possa variar consideravelmente sem 
afetar a fungae biologica, a maier parte das preteinas con- 
tem regioes cruciais que sae essenciais para suas fungoes 
e cuja sequencia e, portanto, conservada. A fragao da se¬ 
quencia geral que e critica varia de preteina para preteina, 
complicando a tarefa de relacionar a sequencia a estrutura 
tridimensional, e a estrutura a fungae. Antes de se conside- 
rar esse problema com mais detalhe, e precise, entretanto, 
examinar come a informagao da sequencia e obtida. 

As sequencias de aminoacidos de milhdes de protemas 
foram determinadas 

Duas grandes descobertas de 1953 tiveram fundamental 
impertancia na historia da bioquimica. Nesse ano, James 
D. Watson e Francis Crick deduziram a estrutura em dupla- 
-helice do DNA e propuseram uma base estrutural para 
sua replicagao precisa (Capitule 8). Sua proposta ilumi- 
nou a realidade molecular per tras da ideia de um gene. 
No mesmo ano, Frederick Sanger descobriu a sequencia 
de residues de aminoacidos nas cadeias pelipeptidicas do 
hormonio insulina (Figura 3-24), surpreendendo muitos 
pesquisadores que pensavam ha muite tempo que a deter- 
minagao da sequencia de aminoacidos de um pelipeptidee 
seria uma tarefa irremediavelmente dificil. Rapidamente se 
tornou evidente que a sequencia de nucleotideos no DNA 
e a sequencia de aminoacidos em preteinas estavam de al- 
gum mode relacionadas. Quase uma decada apos estas des¬ 
cobertas, o codigo genetico foi elucidado, relacionando a 
sequencia de nucleotideos do DNA a sequencia de aminoa¬ 
cidos em moleculas de preteinas (Capitule 27). As sequen¬ 
cias de aminoacidos de preteinas sae agora mais frequen- 
temente derivadas indiretamente a partir das sequencias 
de DNA em bancos de dados genomicos. Entretanto, uma 
serie de tecnicas derivadas de metodos tradicionais de 
sequenciamento de polipeptideos ainda ocupa um lugar 
importante na quimica de preteinas. Na sequencia, e re- 
sumido o metodo tradicional e mencionadas algumas das 
tecnicas derivadas dele. 


Cadeia A HoN —GIVEQ^ASWSLYQLENYCN —COO“ 

■ i } 

Cadeia B H3N —FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPLA—COO“ 

5 10 15 20 25 30 

FIGURA 3-24 Sequencia de aminoacidos da insulina bovina. As duas 
cadeias de polipeptideos estao unidas por ligapoes cruzadas de dissulfeto 
(amarelo). A cadeia A da insulina e identica em humanos, porcos, caes, co- 
elhos e cachalotes. As cadeias B de vacas, porcos, caes, bodes e cavalos sao 
identicas. 
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A quimica de protemas e enriquecida por metodos 
derivados do classico sequenciamento de polipeptideos 

Os metodos utilizados na decada de 1950 por Fred Sanger 
para determinar a sequencia da protema insulina sao resumi- 
dos, em sua forma moderna, na Figura 3-25. Poncas protei- 
nas sao sequenciadas desse modo, atualmente, pelo menos 
em sua totalidade. Entretanto, esses protocolos de sequen¬ 
ciamento tradicionais tern proporcionado uma rica variedade 
de ferramentas para os bioquimicos, e quase todas as etapas 
na Figura 3-25 fazem uso de metodos que sao amplamente 
utilizados, algumas vezes em contextos bastante diferentes. 



Frederick Sanger, 1918-2013 


Proteina 



Determinar o amino 
terminal (reagir com o 
FDNB). OGIyesta no 
aminoterminal. 


Determinar a composi^ao 
deaminoacidos (por 
hidrolise acida). Selecione 
os reagentes de clivagem 
com base na presen^a 
deaminoacidos-alvo 
na proteina. 



Clivarem polipeptideos 
menores (com tripsina, 
por exempio). 



Sequenciarcada polipeptideo 


No esquema tradicional para sequenciamento de pro¬ 
temas grandes, o residue aminoterminal do aminoacido 
foi inicialmente marcado e sua identidade determinada. 0 
grupo a-aminoterminal pode ser marcado com l-fluoro-2,4- 
-dinitrobenzeno (FDNB), cloreto de dansila on cloreto de 
dabsilo (Figura 3-26). 

0 processo de sequenciamento quimico em si e baseado 
em um processo de duas etapas desenvolvido por Pehr Ed- 
man (Figura 3-27). 0 procedimento de degrada^ao de 
Edman marca e remove apenas o residue aminoterminal de 
um peptideo, deixando todas as outras ligagoes peptidicas 
intactas. 0 peptideo reage com o fenilisotiocianato em con- 
digoes levemente alcalinas, o que converte o aminoacido 
aminoterminal em um aduto de feniltiocarbamoil (PTC). A 
ligagao peptidica proxima ao aduto de PTC e, entao, clivada 
em uma etapa efetuada em acido trifluoracetico anidrico, 
com remogao do aminoacido aminoterminal como um deri- 
vado anilinotiazolinona. 0 aminoacido aminoterminal deri- 
vado e extraido com solventes organicos, convertido em um 
derivado da feniltioidantoina mais estavel por tratamento 
com acido aquoso e, em seguida, identificado. A utilizagao 
de reagoes sequenciais levadas a cabo em condigoes primei- 
ro basicas e depois em condigoes acidas fornece um meio 
de controlar todo o processo. Cada reagao com o amino- 


1. DCGGAHYLVLLAGPTIRSGTMR 

2. AQGAFNPSCGVIQHAWIKMWILAAGTE 

3. GGPVIATYEQDGGTSRYAPK 

4. QGYASULAIEFTR 

Determinar a ordem dos polipeptideos 
na protema. 0 peptideo 3 esta na 
extremidade amino. 0 peptideo 3 esta na 
extremidade carboxila (ele nao termina 
em um residue de aminoacido que 
define um sitio de clivagem de tripsina). 

Ordene outros por sobreposi^ao com sequencias 
de peptideos obtidas pela clivagem da protema 
com um reagente diferente, tal como o brometo 
de cianogenio ou quimotripsina. 

FIGURA3-25 Sequenciamento diretode protemas. Os procedimentos 
aqui apresentados foram aqueles desenvolvidos por Fred Sanger para se- 
quenciar a insulina e tern sido usados posteriormente para varias proteinas 
adicionais. FDNB e 1 -fluoro-2,4-dinitrobenzeno (ver texto e Figura 3-26). 

acido aminoterminal pode chegar, essencialmente ao fim, 
sem afetar qualquer outra ligagao peptidica no peptideo. 
0 processo se repete ate que, tipicamente, 40 residues de 
aminoacidos sequenciais sejam identificados. As reagoes da 
degradagao de Edman foram automatizadas. 



FIGURA 3-26 Reagentes usados para modificar 
o grupo a-amino do aminoacido terminal. 
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Proteina 



Identificar o residue de 
aminoacido do polipeptideo. 


Purificar e reciclar o fragmento 
de peptideo remanescente 
pelo processo de Edman. 


FIGURA 3-27 A qufmica do sequenciamento de protemas desenvol- 
vida por Pehr Edman. A ligagao peptidica mais proxima do aminoterminal 
da proteina ou polipeptideo e clivada em duas etapas. As duas etapas sao 

Para determinar a sequencia de protemas grandes, os 
primeiros elaboradores de protocolos de sequenciamento 
tiveram que desenvolver metodos para eliminar as ligagoes 
dissulfeto e para clivar as protemas com precisao em po- 
lipeptideos menores. Duas abordagens para a degradagao 
irreversivel das ligagoes dissulfeto sao destacadas na Figu- 
ra 3-28. As enzimas chamadas proteases catalisam a cliva- 


levadas a cabo sob condipoes de reapao muito diferentes (condipoes basicas 
na etapa O e acidas na etapa permitindo que uma etapa prossiga ate sua 
conclusao antes que a segunda se inicie. 

gem hidrolitica das ligagoes peptidicas. Algumas proteases 
clivam apenas a ligagao peptidica adjacente a determinados 
residues de aminoacidos (Tabela 3-6) e, portanto, fragmen- 
tam uma cadeia polipeptidica de uma maneira previsivel e 
reproduzivel. Poucos reagentes quimicos tambem clivam a 
ligagao peptidica adjacente em residues especificos. Entre 
as proteases, a enzima digestiva tripsina catalisa a hidro- 



FIGURA3-28 

todos comuns sao ilustrados. A oxidapao de urn residue de cisteina com acido 
performico produz dois residues do acido cisteico. Redupao por ditiotreitol (ou 
jS-mercaptoetanol) para formar residues Cys deve ser seguida de modificapao 
adicional dos grupos reativos —SH para impedir a reformapao da ligapao dissul¬ 
feto. A carboximetilapao por iodoacetato serve a esse proposito. 
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TABELA3-6 


Especificidade de alguns metodos comuns para fragmenta^ao de cadeias polipeptidicas 


Reagente (fonte biologka)^ 

Pontos de quebra^ 

Tripsina (pancreas bovino) 

Lys, Arg (C) 

Protease submaxilar (glandula submaxilar de camundongos) 

Arg (C) 

Quimotripsina (pancreas bovino) 

Phe, Trp, T^r (C) 

Protease V8 de Staphylococcus aureus (bacteria S. aureus') 

Asp, Gin (C) 

Asp-A-protease (bacteria Pseudomonas fragi) 

Asp, Gin (N) 

Pepsina (estomago porcino) 

Leu, Phe, Trp, TVr (N) 

Endopeptidase Lys C (bacteria Lysohacter enzymogenes) 

Lys (C) 

Brometo de cianogenio 

Met (C) 


*Todos os reagentes, com excegao do brometo de cianogenio, sao proteases. Todos estao disponiveis a partir de fontes comerciais. 
^Residues fornecendo o ponto principal de reconhecimento para a protease on reagentes; a quebra da ligagao peptidica ocorre 
on no lado carbonilico (C) on no lado amino (N) dos residuos de aminoacidos indicados. 


lise apenas daquelas ligagoes peptidicas em que o gmpo 
carbonila e fornecido tanto por um residue de Lys quanto 
um de Arg, independente do comprimento ou da sequencia 
de aminoacidos da cadeia. Um polipeptideo com tres resi¬ 
duos Lys e/ou Arg ira normalmente gerar quatro peptideos 
menores na clivagem com a tripsina. Alem disso, todos, ex- 
ceto um deles, terao um terminal carboxila Lys ou Arg. A 
escolha de um reagente para clivar a proteina em peptideos 
menores pode ser auxiliada, primeiro, determinando-se o 
conteudo de aminoacidos de toda a proteina, empregando 
acido para reduzir a proteina a sens aminoacidos consti- 
tuintes. A tripsina seria utilizada apenas em proteinas com 
um numero adequado de residuos de Lys ou Arg. 

No sequenciamento classico, uma proteina grande seria 
clivada em fragmentos duas vezes, utilizando uma protease 
ou um reagente de clivagem diferente a cada vez, de modo 
que as extremidades finais dos fragmentos fossem diferen- 
tes. Ambos os conjuntos de fragmentos seriam purificados e 
sequenciados. A ordem em que os fragmentos apareceram 
na proteina original poderia entao ser determinada pela 
analise das sobreposigoes na sequencia entre os dois con- 
juntos de fragmentos. 

Mesmo nao sendo mais utilizados para sequenciar pro¬ 
teinas inteiras, os metodos de sequenciamento tradicionais 
ainda sao valiosos no laboratorio. 0 sequenciamento de al¬ 
guns aminoacidos a partir da terminagao amino utilizando a 
quimica de Edman e frequentemente suficiente para con- 
firmar a identidade de uma proteina conhecida que acabou 
de ser purificada ou para identificar uma proteina desco- 
nhecida purificada com base em sua atividade incomum. 
As tecnicas empregadas nas etapas individuais do metodo 
de sequenciamento tradicional tambem sao uteis para ou- 
tros propositos. Por exemplo, os metodos utilizados para 
quebrar as ligagoes dissulfeto podem tambem ser utilizados 
para desnaturar proteinas quando isto e necessario. Alem 
disso, os esforgos para marcar o residuo de aminoacido ami- 
noterminal levaram eventualmente ao desenvolvimento de 
uma serie de reagentes que poderiam reagir com grupos es- 
pecificos em uma proteina. Os mesmos reagentes utilizados 
para marcar o grupo a-amino aminoterminal podem ser em- 
pregados para marcar as aminas primarias dos residuos Lys 
(Figura 3-26). 0 grupo sulfidrila nos residuos Cys pode ser 


I—CH2—C—NH2 
lodoacetamida 

Brometo de benzila 
(um halido de benzila) 

FIGURA 3-29 Reagentes usados para modificar os grupos sulfidrila 
dos residuos Cys. (Ver tambem Figura 3-28.) 


modificado com iodoacetamidas, maleimidas, benzil halidas 
e bromometil cetonas (Figura 3-29). Outros residuos de 
aminoacidos podem ser modificados por reagentes ligados 
a um corante ou outra molecula para auxiliar na deteegao 
da proteina ou em estudos funcionais. 

A espectrometria de massa oferece um metodo 
alternativo para determinar sequencias de aminoacidos 

Adaptagoes modernas da espectrometria de massa 

fornecem uma importante alternativa aos metodos de se¬ 
quenciamento descritos anteriormente. A espectrometria 
de massa pode fornecer uma medida altamente precisa da 
massa molecular de uma proteina, mas tambem pode fazer 
muito mais. Em especial, algumas variantes da espectrome¬ 
tria de massa podem fornecer muito rapidamente sequen¬ 
cias de multiples pequenos segmentos de polipeptideos (20 
a 30 residuos de aminoacidos) em uma amostra de proteina. 

0 espectrometro de massa tern sido ha muito tempo 
uma ferramenta indispensavel na quimica. As moleculas a 
serem analisadas, chamadas de analitos, sao inicialmente 
ionizadas no vacuo. Quando as moleculas recem-carregadas 
sao introduzidas em um campo eletrico e/ou magnetico, 
seus caminhos atraves do campo sao uma fungao da razao 
de suas massas em relagao as suas cargas, miz. Essa pro- 
priedade medida de amostras ionizadas pode ser utilizada 
para deduzir a massa (m) do analito com muita precisao. 



Maleinnida 
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Embora a espectrometria de massa esteja sendo utili- 
zada ha muitos anos, ela nao poderia ser aplicada a macro- 
moleculas, tais como protemas e acidos nucleicos. As me- 
digoes de miz sao realizadas em moleculas na fase gasosa, 
e o aquecimento e outros tratamentos necessarios para 
transferir uma macromolecula para a fase gasosa geralmen- 
te provocam sua rapida decomposigao. Em 1988, duas tec- 
nicas diferentes foram desenvoMdas para superar esse pro- 
blema. Em uma, as protemas sao colocadas em uma matriz 
absorvedora de luz. Com um pulso curto de luz a laser, as 
protemas sao ionizadas e, em seguida, dessorvidas da ma¬ 
triz no sistema de vacuo. Esse processo, conhecido como 
espectrometria de massas de dessorgao/ionizagao a 
laser assistida por matriz ou MALDI MS, tern sido uti- 
lizada com sucesso para medir a massa de uma ampla varie- 
dade de macromoleculas. Em um segundo e bem-sucedido 
metodo, as macromoleculas em solugao sao forgadas direta- 
mente da fase liquida para a gasosa. Uma solugao de anali- 
tos e passada atraves de uma agulha carregada que e manti- 
da em um alto potencial eletrico, dispersando a solugao em 
uma nevoa fina de microgotas carregadas. Os solventes que 
circundam as macromoleculas evaporam rapidamente, dei- 
xando ions de macromoleculas carregadas multiplamente 
na fase gasosa. Essa tecnica e chamada de espectrometria 
de massa com ionizagao por eletroaspersao, ou ESI 
MS. Os protons adicionados durante a passagem atraves da 
agulha fornecem carga adicional a macromolecula. 0 mIz 
da molecula pode ser analisado na camara de vacuo. 

A espectrometria de massa fornece uma riqueza de in- 
formagoes para a pesquisa proteomica, a enzimologia e a 
quimica de protemas em geral. As tecnicas exigem apenas 
quantidades minusculas de amostra, de modo que podem 
ser rapidamente aplicadas a pequenas quantidades de pro- 
teina que podem ser extraidas de uma eletroforese em gel 
bidimensional. A medigao precisa da massa molecular de 
uma proteina e critica para sua identificagao. Uma vez que 
a massa de uma proteina seja conhecida precisamente, a 
espectrometria de massa e um metodo conveniente e pre- 
ciso para detectar alteragoes na massa devido a presenga 
de cofatores ligados, ions metalicos ligados, modificagoes 
covalentes e assim por diante. 

0 processo para a determinagao da massa molecular de 
uma proteina com ESI MS e ilustrado na Figura 3-30. A 
medida que e injetada na fase gasosa, uma proteina adquire 
um numero variavel de protons e, portanto, cargas positivas, 
a partir do solvente. A adigao variavel dessas cargas cria um 
espectro de especies com diferentes razoes massa/carga. 
Cada pico sucessivo corresponde a uma especie que difere 
do seu pico vizinho por uma diferenga de carga de 1 e uma 
diferenga de massa de 1 (1 proton). A massa da proteina 
pode ser determinada a partir de dois picos consecutivos. 

A espectrometria de massa tambem pode ser utilizada 
para sequenciar trechos curtos de polipeptideos, uma apli- 
cagao que surgiu como uma ferramenta inestimavel para 
identificagao rapida de proteinas desconhecidas. A infor- 
magao da sequencia e extraida utilizando-se uma tecnica 
chamada de tandem MS ou MS/MS. Uma solugao conten- 
do a proteina investigada e inicialmente tratada com uma 
protease ou reagente quimico para hidrolisa-la a uma mis- 
tura de peptideos menores. A mistura, em seguida, e injeta¬ 
da em um equipamento que e essencialmente formado por 
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FIGURA 3-30 Espectrometria de massa com ionizagao por eletro¬ 
aspersao de uma proteina. (a) Uma solu(;ao de proteina e dispersa em 
goticulas altamente carregadas pela passagem atraves de uma agulha sob a 
influencia de um campo eletrico de alta voltagem. As goticulas evaporam e 
os ions (com protons adicionados, nesse caso) entram no espectrometro de 
massa para medigao de m/z. 0 espectro gerado (b) e uma familia de picos, 
com cada pico sucessivo (da direita para a esquerda) correspondendo a uma 
especie carregada com massa e carga aumentados em 1. A insergao mostra 
uma transformagao desse espectro gerada por computador. 


dois espectrometros de massa em tandem (Figura 3-3la, 
em cima). No primeiro, a mistura de peptideos e disposta 
de modo que apenas um dos varies tipos de peptideos pro- 
duzidos pela clivagem surge na outra extremidade. 

A amostra do peptideo selecionado, cada molecula do 
qual possui uma carga em algum ponto ao longo de seu 
comprimento, se desloca entao atraves de uma camara de 
vacuo entre os dois espectrometros de massa. Nesse com- 
partimento de colisao, o peptideo e fragmentado adicional- 
mente por impacto de alta energia com um “gas de colisao”, 
tal como o helio ou o argonio, que e colocado na camara de 
vacuo. Cada peptideo individual e quebrado em apenas um 
local, em media. Embora as quebras nao sejam hidroliticas, 
a maior parte ocorre nas ligagoes peptidicas. 

0 segundo espectrometro de massa mede, em seguida, 
as razoes miz de todos os fragmentos carregados. Esse pro¬ 
cesso gera um ou mais conjuntos de picos. Um determina- 
do conjunto de picos (Figura 3-3 lb) consiste em todos os 
fragmentos carregados que foram gerados pela quebra do 
mesmo tipo de ligagao (mas em diferentes pontos no pep¬ 
tideo). Um conjunto de picos inclui apenas os fragmentos 
nos quais a carga foi retida no lado aminoterminal das li¬ 
gagoes quebradas; outro inclui apenas os fragmentos nos 











































102 DAVID L. NELSON & MICHAEL M. COX 


Celula de 
MS-1 colisao 





lonizagao por Separagao 
eletroaspersao 


Quebra 


MS-2 


Detector 


L 

. j 

r 

1 




H2N-C-C-N-C-C-N-C-C -c-c-N-c-c; 
H H I II H I II H 

R2 O r4 O 



R5 

H I 


Ri O R3 O 

I II H H I II 
HoN-C-C-N-C-C-N-C-C* 
H H I II H 

R2 O 


(a) 


H 


O 


R5 
H I 

C-C-N-C-C' 

I II H ^O- 
r4 O 



em fragmentos carregados derivados da quebra das liga- 
goes peptidicas. A sequencia de aminoacidos derivada de 
um conjunto pode ser confirmada pela outra, melhorando a 
confianga na informagao da sequencia obtida. 

Os varies metodos para obtengao da informagao de se- 
quencias proteicas se complementam. 0 procedimento da 
degradagao de Edman e algumas vezes conveniente para 
obter a informagao da sequencia unicamente a partir do 
terminal amino de uma proteina ou peptideo. Entretanto, 
ele e relativamente lento e requer uma amostra maior do 
que a espectrometria de massa. A espectrometria de massa 
pode ser utilizada para pequenas quantidades de amostras e 
para amostras misturadas. Ela fornece a informagao da se¬ 
quencia, mas os processes de fragmentagao podem deixar 
lacunas imprevisiveis na sequencia. Embora a maior parte 
das sequencias de proteinas seja atualmente extraida de se- 
quencias do DNA genomico (Capitulo 9), empregando-se a 
compreensao do codigo genetico (Capitulo 27), o sequen- 
ciamento direto de proteinas e, com frequencia, necessario 
para identificar amostras de proteinas desconhecidas. Am- 
bos os metodos de sequenciamento de proteinas permitem 
a identificagao nao ambigua de proteinas recem-purificadas. 
A espectrometria de massa e o metodo de escolha para iden¬ 
tificar proteinas que estao presentes em pequenas quanti¬ 
dades. Por exemplo, a tecnica e sensivel o suficiente para 
analisar algumas centenas de nanogramas de proteinas que 
podem ser extraidos de uma unica banda de proteina em 
um gel de poliacrilamida. 0 sequenciamento direto por es¬ 
pectrometria de massa tambem pode revelar a adigao de 
grupos fosforil ou outras modificagoes (Capitulo 6). 0 se¬ 
quenciamento por qualquer um dos metodos pode revelar 
mudangas na sequencia de proteinas que resultam da edigao 
do RNA mensageiro em eucariontes (Capitulo 26). Portanto, 
todos esses metodos sao parte de uma caixa de ferramentas 
robusta utilizada para investigar as proteinas e suas fungoes. 


FIGURA 3-31 Obtendo informagao da sequencia proteica com MS em 
tandem, (a) Apos a hidrolise proteolitica, uma solupao proteica e injetada 
em um espectrometro de massa (MS-1). Os diferentes peptideos sao dispos- 
tos de modo que apenas um tipo e selecionado para analise adicional. 0 
peptideo selecionado e fragmentado em uma camara entre dois espectro- 
metros de massa, e a m/z para cada fragmento e medida no segundo es¬ 
pectrometro de massa (MS-2). Muitos dos ions gerados nessa segunda frag- 
mentapao resultam da quebra da ligapao peptidica, como mostrado. Eles sao 
chamados de ions tipo b ou ions tipo y, dependendo se a carga e retida no 
lado aminoterminal ou carboxiterminal, respectivamente. (b) Espectro tipico 
com picos representando os fragmentos de peptideos gerados a partir de 
uma amostra de um peptideo pequeno (21 residuos). Os picos marcados sao 
ions tipo y derivados de residuos de aminoacidos. 0 numero entre parente- 
ses acima de cada pico e a massa molecular do ion do aminoacido. Os picos 
sucessivos diferem pela massa de um aminoacido particular no peptideo 
original. A sequencia deduzida e mostrada no topo. 

quais a carga foi retida no lado carboxiterminal das ligagoes 
quebradas. Cada pico sucessivo em um determinado con- 
junto tern um aminoacido a menos que o pico anterior. A 
diferenga na massa de pico para pico identifica o aminoa¬ 
cido que foi perdido em cada caso, revelando, portanto, a 
sequencia do peptideo. As unicas ambiguidades envolvem 
a leucina e a isoleucina, que tern a mesma massa. Embora 
multiplos conjuntos de picos sejam normalmente gerados, 
os dois conjuntos mais proeminentes geralmente consistem 


Pequenos peptideos e proteinas podem ser 
sintetizados quimicamente 

Muitos peptideos sao potencialmente uteis como agentes 
farmacologicos e sua produgao e de consideravel impor- 
tancia comercial. Ha tres modes de se obter um peptideo: 
(1) purificagao a partir de tecidos, tarefa frequentemente 
de dificil realizagao em consequencia das concentragoes 
infinitamente baixas de alguns peptideos; (2) engenharia 
genetica (Capitulo 9); ou (3) sintese quimica direta. Atual¬ 
mente, tecnicas poderosas tornam a sintese quimica direta 
uma opgao atrativa em muitos cases. Alem das aplicagoes 
comerciais, a sintese de porgoes peptidicas especificas de 
proteinas maiores e uma ferramenta cada vez mais impor- 
tante no estudo da estrutura e fungao das proteinas. 

A complexidade das proteinas torna as abordagens sin- 
teticas tradicionais da quimica organica impraticaveis para 
peptideos com mais de quatro ou cinco residuos de ami¬ 
noacidos. Um problema e a dificuldade de purificagao do 
produto apos cada etapa. 

0 principal avango nessa tecnologia foi fornecido por R. 
Bruce Merrifield em 1962. Sua inovagao foi sintetizar um pep¬ 
tideo enquanto 0 mantinha ligado a uma extremidade de um 
suporte solido. 0 suporte e um polimero insoluvel (resina) 
contido no interior de uma coluna, semelhante ao utilizado 
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em procedimentos cromatograficos. 0 peptideo e constrmdo 
sobre esse suporte, um aminoacido de cada vez, por meio de 
um conjunto padrao de reagoes em um ciclo repetitive (Fi- 
gura 3-32). Em cada etapa sucessiva no ciclo, grupos quinu- 
cos de protegao bloqueiam as reagoes indesejadas. 


A tecnologia para a sintese de peptideos qmmicos e 
atualmente automatizada. Uma limitagao importante do 
processo (limitagao compartilhada com o processo de se- 
quenciamento da degradagao de Edman) e a eficiencia de 
cada ciclo qmmico, como pode ser observado calculando a 



FIGURA 3-32 Smtese qufmica de um peptideo em um suporte de polime- 
ro insoluvel. As rea(;6es O a O sao necessarias para a formapao de cada liga- 
pao peptidica. 0 grupo 9-fluorenilnnetoxicarbonila (Fmoc) (sombreado em azul) 
impede reapoes indesejadas no grupo a-amino do residuo (sombreado em cor 
salmao). A sintese quimica prossegue da terminapao carboxila para a terminapao 
amino, o sentido inverso da sintese proteica in vivo (Capitulo 27). 


Aminoacido 1 com 
grupo a-amino protegido 
pelo grupo Fmoc 
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Dicicloexilcarbodiimida 
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O aminoacido 2 com 
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no grupo carboxil 
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R. Bruce Merrifield, 
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As reapoes de 0 a O j 
sao repetidas se necessario 


Acido trifluoroacetico 
(TFA) 



O peptideo completo e 
desprotegido como na 
reapao 0; o TFA rompe a 
ligapao ester entre o 
peptideo e a resina. 
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TABELA3-7 


Efeito do rendimento de cada etapa no rendimento global 
da smtese de peptideos 


Numero de residuos no 
polipeptideo final 

Rendimento geral do peptideo final (%) 
quando o rendimento de cada etapa e: 

96,0% 

99,8% 

11 

66 

98 

21 

44 

96 

31 

29 

94 

51 

13 

90 

100 

1,8 

82 


produgao total de peptideos de varies comprimentos, quan- 
do o rendimento per adigao de cada novo aminoacido e de 
96,0% versus 99,8% (Tabela 3-7). 

A reagao incompleta em uma fase pode levar a formagao 
de uma impureza (na forma de um peptideo mais curto) 
na proxima. A quimica foi otimizada para permitir a smte¬ 
se de proteinas de 100 residues de aminoacidos em pon¬ 
ces dias com rendimento razoavel. Uma abordagem muito 
semelhante e utilizada para a smtese de acidos nucleicos 
(ver Figura 8-35). E interessante notar que essa tecnologia, 
impressionante como e, ainda e pequena quando compara- 
da aos processes biologicos. A mesma proteina de 100 resi¬ 
dues poderia ser sintetizada com extraordinaria fidelidade 
em cerca de 5 segundos em uma celula bacteriana. 

Varies metodos novos para a ligagao (uniao) eficien- 
te de peptideos tornaram possivel a reuniao de peptideos 
sinteticos em polipeptideos maiores e proteinas. Com es¬ 
ses metodos, novas formas de proteinas podem ser criadas 
com grupos quimicos posicionados precisamente, incluindo 
aquelas que normalmente nao podem ser encontradas em 
uma proteina celular. Essas novas formas fornecem novos 
caminhos para testar teorias de catalise enzimatica, para 
criar proteinas com novas propriedades quimicas e para 
desenhar sequencias de proteinas que irao se dobrar em 
estruturas particulares. Esta ultima aplicagao fornece o ul¬ 
timo teste de nossa capacidade crescente de relacionar a 
estrutura primaria de um peptideo com a estrutura tridi¬ 
mensional que ele assume na solugao. 

As sequencias de aminoacidos fornecem importantes 
informa^es bioqui'micas 

0 conhecimento da sequencia de aminoacidos em uma pro¬ 
teina pode oferecer ideias sobre sua estrutura tridimensional 
e fungao, localizagao celular e evolugao. A maior parte des- 
tas ideias e derivada da procura de semelhangas entre uma 
proteina de interesse e as proteinas previamente estudadas. 
Milhares de sequencias sao conhecidas e estao disponiveis 
em bancos de dados acessiveis pela internet. Uma compara- 
gao de uma sequencia recentemente obtida com este grande 
banco de sequencias armazenadas frequentemente revela re- 
lagoes tanto surpreendentes quanto esclarecedoras. 

Nao e compreendido em detalhes como uma sequencia 
de aminoacidos determina uma estrutura tridimensional e 


tampouco e possivel sempre prever a fungao a partir da se¬ 
quencia. Entretanto, familias de proteinas com algumas ca- 
racteristicas estruturais on funcionais compartilhadas podem 
ser prontamente identificadas com base nas semelhangas 
nas suas sequencias de aminoacidos. Proteinas individuais 
sao associadas a familias com base no gran de semelhanga 
nas sequencias de aminoacidos. Membros de uma familia sao 
geralmente identicos em 25% on mais de suas sequencias e 
as proteinas nessas familias geralmente compartilham pelo 
menos algumas caracteristicas estruturais e funcionais. Al¬ 
gumas familias sao definidas, no entanto, pelas identidades 
envolvendo somente alguns poucos residuos de aminoaci¬ 
dos que sao criticos para uma determinada fungao. Diversas 
subestruturas semelhantes, on “dominios” serem defini- 
dos com mais detalhes no Capitulo 4), ocorrem em muitas 
proteinas funcionalmente independentes. Estes dominios 
com frequencia se dobram em configuragoes estruturais que 
possuem um gran incomum de estabilidade on que sao espe- 
cializadas para um ambiente especifico. Relagoes evolutivas 
tambem podem ser inferidas a partir das semelhangas estru¬ 
turais e funcionais entre familias de proteinas. 

Certas sequencias de aminoacidos funcionam como si- 
nais que determinam a localizagao celular, a modificagao 
quimica e a meia-vida de uma proteina. Sequencias de si- 
nalizagao especificas, frequentemente na porgao aminoter- 
minal, sao utilizadas para direcionar certas proteinas para a 
exportagao a partir da celula; outras proteinas sao direcio- 
nadas para a distribuigao para o nucleo, para a superficie 
celular, o citosol on outras localizagoes celulares. Outras 
sequencias atuam como sitios de ligagao para grupos pros- 
teticos, tais como os grupos de agucares em glicoproteinas 
e lipideos em lipoproteinas. Alguns desses sinais sao bem 
caracterizados e sao facilmente reconheciveis na sequencia 
de uma proteina recentemente caracterizada (Capitulo 27). 

CONVEN^AO-CHAVE: Muito da informagao funcional encapsula- 
da nas sequencias de proteinas surge na forma de sequen¬ 
cias consenso. Este termo e aplicado a sequencias de 
DNA, RNA on proteinas. Quando uma serie de sequencias 
de acidos nucleicos on de proteinas relacionadas e compa- 
rada, uma sequencia consenso e aquela que reflete a base 
on o aminoacido mais frequente em cada posigao. Partes da 
sequencia que apresentam concordancia particularmente 
boa frequentemente representam dominios funcionais con- 
servados evolutivamente. Diversas ferramentas matemati- 
cas disponiveis na Internet podem ser utilizadas para gerar 
sequencias consenso on identifica-las nos bancos de dados 
de sequencias. 0 Quadro 3-2 ilustra convengoes comuns 
para a apresentagao de sequencias consenso. ■ 

Sequencias de proteinas podem elucidar a historia 
da vida na Terra 

A cadeia simples de letras que denota a sequencia de ami¬ 
noacidos de uma proteina tern uma riqueza surpreendente 
de informagoes. A medida que mais sequencias de protei¬ 
nas se tornaram disponiveis, o desenvolvimento de metodos 
mais poderosos para extrair informagoes a partir delas se 
tornou um importante empreendimento bioquimico. A ana- 
lise das informagoes disponiveis nos muitos e sempre cres- 
centes bancos de dados biologicos, incluindo as sequencias 
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QUADRO 3-2 Sequencias consenso e logos de sequencias 


Sequencias consenso podem ser representadas de varias 
maneiras. Para ilustrar dois tipos de convengoes, utiliza- 
mos dois exemplos de sequencias consenso, mostrados 
na Figura 1: (a) estrutura de ligagao ao ATP denominada 
alga P (ver Quadro 12-2) e (b) estrutura de ligagao ao 
Ca^^ denominada mao EF (ver Figura 12-11). As regras 
descritas aqui sao adaptadas daquelas utilizadas pela 
comparagao de sequencias do website PROSITE (expasy. 
org/prosite); elas utilizam os codigos padrao de uma letra 
para cada aminoacido. 

[AG]-x(4)-G-K-[ST]. 

4 

1/1 

g 2 

0 

(a) 


D-{W}-[DNS]-{ILVFYW}-[DENSTG]-[DNQGHRK]-{GP}- 

[LIVIVlC]-[DENQSTAGC]-x(2)-[DE]-[LIVIVlFYW]. 



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 


(b) N C 

FIGURA Q-1 Representa^es de duas sequencias de consenso. (a) 

Alga P, estrutura ligadora de ATP; (b) mao EF, estrutura ligadora de Ca^^. 

Em um tipo de designagao de sequencia consenso 
(mostrado na parte superior de (a) e (b)), cada posigao 
e separada de seu vizinho por um hifen. Uma posigao em 
que qualquer aminoacido e permitido e designada x. As 
ambiguidades sao indicadas listando os aminoacidos acei- 
taveis para uma determinada posigao entre colchetes. Por 
exemplo, em (a) [AG] significa Ala ou Gly Se todos, exce- 
to alguns, aminoacidos sao permitidos em uma posigao, 
os aminoacidos ndo permitidos sao listados entre chaves. 


Por exemplo, em (b) {W} significa qualquer aminoacido, 
exceto Trp. A repetigao de um elemento do padrao e in- 
dicada seguindo esse elemento com um numero ou uma 
serie de numeros entre parenteses. Em (a), por exemplo, 
x(4) significa x-x-x-x; x(2,4) significaria x-x ou x-x-x ou 
x-x-x-x. Quando um padrao e restrito ou ao grupo amino 
ou ao grupo carboxila terminal de uma sequencia, esse 
padrao comega com < ou termina com >, respectivamen- 
te (nao e o caso dos dois exemplos citados). Um ponto 
termina o padrao. Aplicando essas regras a sequencia 
consenso em (a), tanto A como G podem ser encontrados 
na primeira posigao. Qualquer aminoacido pode ocupar as 
quatro proximas posigoes, seguidos por um G e um K in- 
variaveis. A ultima posigao pode ser um S ou T. 

Logos de sequencia fornecem uma representagao 
mais informativa e grafica do alinhamento de sequencia 
multipla de um aminoacido (ou acido nucleico). Cada logo 
consiste em uma pilha de simbolos para cada posigao na 
sequencia. A altura total da pilha (em bits) indica o grau 
de conservagao da sequencia naquela posigao, enquanto a 
altura de cada simbolo na pilha indica a frequencia relati- 
va daquele aminoacido ou (nucleotideo). Para sequencias 
de aminoacidos, as cores representam as caracteristicas 
do aminoacido: polar (G, S, T, Y, C, Q, N) verde; basico (K, 
R, H) azul; acido (D, E) vermelho; e hidrofobico (A, V, L, 
I, P, W, F, M) preto. Neste esquema, a classificagao de ami¬ 
noacidos e um pouco diferente daquela na Tabela 3-1 e na 
Figura 3-5. Os aminoacidos com cadeias laterals aromati- 
cas sao agrupados as classificagoes apolares (F, W) e pola- 
res (Y). A glicina, sempre dificil de agrupar, e colocada no 
grupo polar. Observe que quando multiplos aminoacidos 
sao aceitaveis em uma posigao especifica, eles raramente 
ocorrem com igual probabilidade. Um ou poucos em geral 
predominam. A representagao logo torna o predominio 
claro e uma sequencia conservada de uma proteina torna- 
-se obvia. Entre tanto, o logo obscurece alguns residuos de 
aminoacidos que podem ser permitidos em uma posigao, 
tal como o Cys que ocorre ocasionalmente na posigao 8 da 
mao EF em (b). 



de genes e proteinas e as estruturas de macromoleculas, 
deram origem ao novo campo da bioinformatica. Um dos 
resultados dessa disciplina e um conjunto crescente de 
programas de computador, muito rapidamente disponiveis 
na internet, que podem ser utilizados por qualquer cien- 
tista, estudante ou leigo interessado no assunto. A fungao 
de cada proteina depende de sua estrutura tridimensional, 
que, por sua vez, e determinada em grande parte por sua 
estrutura primaria. Portanto, a informagao transmitida por 
uma sequencia de proteinas e limitada apenas por nossa 
propria compreensao dos principios estruturais e funcio- 
nais. As ferramentas de bioinformatica em constante evo- 
lugao tornam possivel identificar os segmentos funcionais 
em novas proteinas e ajudam a estabelecer tanto suas se¬ 
quencias quanto suas relagoes estruturais com proteinas ja 
encontradas nos bancos de dados. Em um nivel diferente 


de investigagao, as sequencias de proteinas estao comegan- 
do a demonstrar como as proteinas evoluiram e, em ultima 
instancia, como a vida evoluiu neste planeta. 

0 campo da evolugao molecular e frequentemente rela- 
cionado a Emile Zuckerkandl e Linus Pauling, cujos traba- 
Ihos em meados de 1960 introduziram o uso de sequencias 
de nucleotideos e proteinas para investigar a evolugao. A 
premissa nao e tao simples quanto aparenta. Se dois organis- 
mos sao proximamente relacionados, as sequencias de sens 
genes e proteinas devem ser semelhantes. As sequencias di- 
vergem crescentemente a medida que a distancia evolutiva 
entre dois organismos aumenta. A promessa dessa aborda- 
gem comegou a ser compreendido na decada de 1970, quan¬ 
do Carl Woese utilizou sequencias de RNA ribossomal para 
definir as arqueias como um grupo de organismos vivos dis- 
tinto de bacterias e eucariotos (ver Figura 1-4). As sequen- 
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cias de protemas oferecem uma oportunidade para refinar 
significativamente a informagao disponivel. Com o advento 
de projet os de genoma investigando organismos de bacte- 
rias a seres humanos, o numero de sequencias disponiveis 
esta crescendo a uma velocidade enorme. Essa informagao 
pode ser utilizada para tragar a historia bioldgica. 0 desafio 
esta em aprender a ler os hierdglifos geneticos. 

A evolugao nao tomou um caminho linear simples. As 
complexidades sao abundantes em qualquer tentativa de 
extrair a informagao evolutiva armazenada em sequencias 
de protemas. Para determinada protema, os residuos de 
aminoacidos essenciais para a atividade da protema sao 
conservados ao longo do tempo evolutivo. Os residuos me- 
nos importantes para o funcionamento podem variar ao 
longo do tempo - isto e, um aminoacido pode ser substi- 
tuido por outro - e esses residuos variaveis podem fornecer 
a informagao para tragar a evolugao. Entretanto, as subs- 
tituigoes de aminoacidos nao sao sempre aleatorias. Em 
algumas posigoes na estrutura primaria, a necessidade de 
manter a fungao proteica pode significar que apenas deter- 
minadas substituigoes de aminoacidos podem ser toleradas. 
Algumas protemas tern residuos de aminoacidos mais varia¬ 
veis que outras. Por essas e outras razoes, proteinas dife- 
rentes podem evoluir em velocidades diferentes. 

Outro fator complicador em tragar a historia evolutiva e 
a rara transferencia de um gene ou grupo de genes de um 
organismo para outro, um processo denominado transfe¬ 
rencia genica horizontal. Os genes transferidos podem 
ser muito semelhantes aos genes dos quais eles foram de- 
rivados no organismo original, enquanto a maior parte dos 
outros genes nos mesmos dois organismos pode estar re- 
lacionada de modo muito distante. Um exemplo de trans¬ 
ferencia genica horizontal e a recente rapida dispersao de 
genes de resistencia a antibioticos em populagoes bacteria- 
nas. As proteinas derivadas desses genes transferidos nao 
seriam bons candidatos para o estudo da evolugao bacteria- 
na, pois compartilham apenas uma historia evolutiva muito 
limitada com sens organismos “hospedeiros”. 

0 estudo da evolugao molecular geralmente se concen- 
tra em familias de proteinas intimamente relacionadas. Na 
maior parte dos casos, as familias escolhidas para analise 
tern fungoes essenciais no metabolismo celular que deviam 
ter estado presentes nas primeiras celulas viaveis, reduzin- 
do, portanto, enormemente a chance de que tenham sido 
introduzidas ha relativamente pouco tempo por transferen¬ 
cia genica horizontal. Por exemplo, uma proteina chamada 
de EF-la (fator de alongamento la) esta envoMda na sin- 
tese de proteinas em todos os eucariontes. Uma proteina 
semelhante, EF-Tu, com a mesma fungao, e encontrada em 
bacterias. As semelhangas na sequencia e na fungao indi¬ 
cam que a EF-la e a EF-Tu sao membros de uma familia de 
proteinas que compartilham um ancestral comum. Os mem¬ 


bros de familias de proteinas sao denominados protemas 
homologas ou homologos. 0 conceito de um homologo 
pode ser mais aperfeigoado. Se duas proteinas em uma fa¬ 
milia (isto e, dois homologos) estao presentes nas mesmas 
especies, elas sao chamadas de paralogos. Homologos de 
especies diferentes sao denominados ortologos. 0 proces¬ 
so de rastrear a evolugao envolve, primeiramente, a iden- 
tificagao de familias adequadas de proteinas homologas e, 
entao, sua utilizagao para reconstruir as vias evolutivas. 

Os homologos sao identificados pelo uso de programas 
de computador cada vez mais potentes que comparam di- 
retamente duas ou mais sequencias de proteinas escolhidas 
ou pesquisam vastos bancos de dados para descobrir os pa- 
rentes evolutivos de uma sequencia proteica selecionada. 
0 processo de busca eletronica pode ser entendido como 
o deslizamento de uma sequencia sobre outra ate que seja 
encontrada uma secgao com boa correspondencia. Nesse 
alinhamento de sequencias, uma pontuagao positiva e atri- 
buida para cada posigao onde os residuos de aminoacidos 
nas duas sequencias sejam identicos - o valor da pontuagao 
varia de um programa para o outro - para fornecer uma me- 
dida da qualidade do alinhamento. 0 processo tern certas 
complicagoes. Algumas vezes as proteinas comparadas apre- 
sentam correspondencia, por exemplo, em dois segmentos 
de sequencia, e esses segmentos estao conectados por se¬ 
quencias menos relacionadas de comprimentos diferentes. 
Assim, os dois segmentos correspondentes nao podem ser 
alinhados ao mesmo tempo. Para contornar isso, o progra¬ 
ma de computador introduz “lacunas” em uma das sequen¬ 
cias para registrar os segmentos correspondentes (Figura 
3-33). E claro que, se for introduzido um numero suficiente 
de lacunas, quaisquer duas sequencias poderiam ser coloca- 
das em algum tipo de alinhamento. Para evitar alinhamentos 
sem informagoes significativas, os programas incluem pena- 
lidades para cada lacuna introduzida, reduzindo, portanto, a 
pontuagao global do alinhamento. Com um metodo de ten¬ 
tativa e erro eletronico, o programa seleciona o alinhamento 
com a pontuagao ideal que maximiza os residuos de aminoa¬ 
cidos identicos enquanto minimiza a introdugao de lacunas. 

Com frequencia, encontrar aminoacidos identicos e ina- 
dequado para identificar proteinas relacionadas ou, princi- 
palmente, para determinar o quao proximamente relaciona¬ 
das sao as proteinas em uma escala de tempo evolutiva. Uma 
analise mais util tambem leva em conta as propriedades 
quimicas dos aminoacidos substituidos. Muitas das diferen- 
gas de aminoacidos no interior de uma familia de proteinas 
podem ser conservativas - isto e, um residuo de aminoacido 
e substituido por um residuo com propriedades quimicas se¬ 
melhantes. Por exemplo, um residuo Gin pode substituir em 
um membro da familia o residuo Asp encontrado em outra; 
ambos os aminoacidos sao carregados negativamente. Tal 
substituigao conservativa deveria logicamente receber uma 


Escherichia coli TGNRTIAVYDLGGGTFDISIIEIDEVDGEKTFEVLATNGDTHLGGEDFDSRLIHYL 
Bacillus subtilis DEDQTILLYDLGGGTFDVSILELGDG TFEVRSTAGDNRLGGDDFDQVIIDHL 

I_I 

Intervalo 

FIGURA 3-33 Alinhando sequencias de protemas com o uso de inter- cillus subtilis. A introdugao de um intervalo na sequencia de B. subtilis permite 

valos. Aqui e mostrada a sequencia de alinhamento de uma curta secgao um melhor alinhamento dos residuos de aminoacidos de cada lado do inter- 

das proteinas Hsp70 (classe muito difundida de chaperonas dobradoras de valo. Residuos de aminoacidos identicos estao sombreados. 
proteinas) de duas especies de bacterias muito bem estudadas, E. colie Bo- 
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pontuagao maior em um alinhamento de sequencias do que 
uma substituigao nao conservativa, tal como a substituigao 
de um residuo Asp por um residue hidrofobico Phe. 

Para a maioria dos esforgos em encontrar homologias e 
explorar relagoes evolutivas, as sequencias de proteinas (de- 
rivadas tanto diretamente do sequenciamento proteico quan¬ 
to do sequenciamento do DNA que codifica as proteinas) sao 
superiores as sequencias de acidos nucleicos nao genicas 
(aquelas que nao codificam uma proteina ou um RNA fun- 
cional). Para um acido nucleico, com seus quatro tipos di- 
ferentes de residues, o alinhamento aleatorio de sequencias 
nao homologas ira em geral produzir correspondences para, 
no minimo, 25% das posigoes. A introdugao de algumas pou- 
cas lacunas pode, com frequencia, aumentar a fragao de re¬ 
sidues correspondentes para 40% ou mais, e a probabilidade 
de alinhamentos aleatorios de sequencias nao relacionadas 
torna-se bastante elevada. Os 20 residues de aminoacidos 
diferentes nas proteinas reduzem muito a probabilidade de 
alinhamentos aleatorios nao informativos desse tipo. 

Os programas utilizados para gerar um alinhamento 
de sequencias sao complementados por metodos que tes- 
tam a confiabilidade dos alinhamentos. Um teste compu- 
tadorizado comum consiste em embaralhar a sequencia de 
aminoacidos de uma das proteinas que estiver sendo com- 
parada, para produzir uma sequencia aleatoria e entao ins- 
truir o programa a alinhar a sequencia embaralhada com 
a outra, nao embaralhada. Pontuagoes sao designadas ao 
novo alinhamento, e o processo de embaralhar e alinhar e 
repetido muitas vezes. 0 alinhamento original, antes de em¬ 
baralhar, deve ter uma pontuagao significativamente maior 
do que qualquer uma daquelas pontuagoes geradas pelos 
alinhamentos aleatorios; isso aumenta a confianga de que o 
alinhamento de sequencias identificou um par de homolo¬ 
gos. Observe que a ausencia de pontuagao de alinhamento 
significativo nao necessariamente significa que nao exista 
relagao evolutiva entre as duas proteinas. Como sera visto 
no Capitulo 4, as semelhangas de estruturas tridimensionais 
revelam algumas vezes relagoes evolutivas nas quais a ho- 
mologia de sequencias foi apagada pelo tempo. 

Para utilizar uma familia de proteinas para explorar a 
evolugao, os pesquisadores identificam membros da familia 
com fungoes moleculares semelhantes na faixa mais ampla 
possivel de organismos. A informagao da familia pode entao 
ser utilizada para rastrear a evolugao desses organismos. Ao 
analisar a divergencia nas sequencias de familias de protei¬ 
nas selecionadas, os investigadores podem separar os orga¬ 
nismos em classes com base em suas relagoes evolutivas. 
Esta informagao deve ser conciliada com exames mais clas- 
sicos da fisiologia e da bioquimica dos organismos. 


Certos segmentos de uma sequencia de proteinas po¬ 
dem ser encontrados em organismos de um grupo taxono- 
mico, mas nao em outros grupos; esses segmentos podem 
ser utilizados como sequencias-assinatura para o gru¬ 
po no qual elas foram encontradas. Um exemplo de uma 
sequencia-assinatura e a insergao de 12 aminoacidos proxi- 
mos a terminagao amino das proteinas EF-la/EF-Tu em to- 
das as arqueobacterias e eucariontes, mas nao em bacterias 
(Figura 3-34). Essa assinatura particular e um dos muitos 
indicios bioquimicos que podem ajudar a estabelecer o re- 
lacionamento evolutive de eucariontes e arqueobacterias. 
Sequencias-assinatura tern sido utilizadas para estabelecer 
relagoes evolutivas entre grupos de organismos em muitos 
niveis taxonomicos diferentes. 

Ao considerar a sequencia completa de uma proteina, os 
pesquisadores podem atualmente construir arvores evolu¬ 
tivas mais elaboradas com muitas especies em cada grupo 
taxonomico. A Figura 3-35 apresenta uma dessas arvores 
para bacterias, com base na divergencia de sequencias na 
proteina GroEL (proteina presente em todas as bacterias 
que auxilia no enovelamento adequado de proteinas). A 
arvore pode ser aperfeigoada utilizando as sequencias de 
multiplas proteinas e a complementagao da informagao de 
sequencia com dados das propriedades bioquimicas e fisio- 
logicas exclusivas de cada especie. Ha muitos metodos para 
gerar arvores, cada metodo com suas proprias vantagens e 
desvantagens, e diversas formas de representar as relagoes 
evolutivas resultantes. Na Figura 3-35, as extremidades li- 
vres das linhas sao chamadas de “nos externos”; cada um re- 
presenta uma especie atual, que e marcada assim. Os pontos 
onde duas linhas se unem, os “nos internos”, representam 
especies ancestrais extintas. Na maior parte das representa- 
goes (incluindo a Figura 3-35), os comprimentos das linhas 
que conectam os nos sao proporcionais ao numero de subs- 
tituigoes de aminoacidos que separam uma especie da outra. 
Ao rastrear duas especies conservadas a um no interno co¬ 
mum (representando o ancestral comum das duas especies), 
0 comprimento do ramo que conecta cada no externo ao no 
interno representa o numero de substituigoes de aminoaci¬ 
dos que separam uma especie atual de seu ancestral. A soma 
dos comprimentos de todos os segmentos de linhas que co¬ 
nectam uma especie conservada a outras especies conserva¬ 
das com ancestral comum reflete o numero de substituigoes 
que separam as duas especies conservadas. Para determinar 
quanto tempo foi necessario para as varias especies diver- 
girem, a arvore precisa ser calibrada para compara-la com 
informagoes do registro fossil e outras fontes. 

A medida que mais informagao de sequencia torna-se 
disponivel nos bancos de dados, e possivel gerar arvores 


Arqueobacterias 

Eucariontes 

Bacterias gram-positivas 
Bacterias gram-negativas 


Halobacterium halobium 
Sulfolobus solfataricus 
Saccharomyces cerevisiae 
Homo sapiens 
Bacillus subtilis 
Escherichia coli 


IGHVDHGKSTMVGR 
IGHVDHGKSTLVGR 
IGHVDSGKSTTTGH 
IGHVD SGKSTTTGH 
IGHVDHGKSTMVGR 
IGHVDHGKTTLTAA 


Sequencia-assinatura 

lEQH 
VKEA 
lEKF 
lEKF 
I TTV 
I TTV 


LLYETGSVPEHV 
LLMDRGFIDEKT 
LIYKCGGIDKRT 
LIYKCGGIDKRT 


FIGURA 3-34 Uma sequencia-assinatura na familia de proteinas 
EF-la/EF-Tu. A sequencia-assinatura (no retangulo) e uma insergao de 12 
residues proxima do terminal amino da sequencia. Os residues que alinham 
em todas as especies estao sombreados.Tanto as arqueias quanto os euca¬ 


riontes apresentam a assinatura, embora as sequencias de insergoes sejam 
bem distintas para os dois grupos. A variagao na sequencia-assinatura reflete 
a divergencia evolutiva significativa que ocorreu nesse ponto desde que ela 
apareceu primeiro em um ancestral comum de ambos os grupos. 
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FIGURA 3-35 Arvore evolutiva derivada de compara^des entre as 
sequencias de aminoacidos. Arvore evolutiva bacteriana, com base na 
divergencia de sequencias observada na familia de proteinas GroELTam- 


bem estao incluidos nessa arvore (parte inferior direita) os cloroplastos de 
algumas especies nao bacterianas. 


evolutivas com base em multiplas proteinas, bem como 
aperfeigoar essas arvores a medida que informagao geno- 
mica adicional emerge de metodos de analise cada vez mais 
sofisticados. Todo esse trabalho tern o objetivo de criar uma 


arvore detalhada da vida que descreva a evolugao e o paren- 
tesco de cada organismo na Terra. A historia e um trabalho 
contmuo, e claro (Figura 3-36). As questoes levantadas e 
respondidas sao fundamentals para definir como os huma- 
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Purpuras 6/e 

Purpuras a, 
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Euryarchaeota 

Korarchaeota \ Crenarchaeota 
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Thermotogales 


Eukarya 

Fungos 

Microsporideos 
Entamoeba 

Apicomplexa (p.ex., Plasmodium) 
Euglena 

Cinetoplastideos (p.ex., Trypanosoma) 


Parabasalia (p.ex., Trichomonas) 
Metamonda (p.ex., Giardia) 


Cloroplastos 


LUCA 


FIGURA 3-36 Arvore de consenso da vida. A arvore mostrada aqui 
baseia-se em analises de muitas sequencias de proteinas e caracteristicas 
genomicas adicionais. A arvore apresenta apenas uma fraqao da informaqao 
disponivel, bem como apenas uma fraqao dos temas que ainda precisam 
ser solucionados. Cada grupo existente mostrado e uma historia evolutiva 


complexa em si mesma. LUCA e o ultimo ancestral comum universal do qual 
todas as outras formas de vida evoluiram. As setas azul e verde indicam a 
assimilaqao endossimbiotica de tipos especificos de bacterias por celulas 
eucariontes para se tornarem mitocdndrias e cloroplastos, respectivamente 
(ver Figura 1-38). 
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nos veem a si mesmos e ao mundo ao sen redor. 0 campo da 
evolugao molecular promote estar entre as mais vibrantes 
fronteiras cientlficas do seculo XXL 

RESUMO 3.4 A estrutura de protemas: estrutura primaria 

► Diferengas na fungao de protemas resultam de diferen- 
gas na composigao e na sequencia de aminoacidos. Al- 
gumas variagoes na sequencia podem ocorrer em uma 
protelna particular, com pouco on nenhum efeito em 
sua fungao. 

► As sequencias de aminoacidos sao deduzidas pela frag- 
mentagao de polipeptideos em peptideos menores com 
reagentes conhecidos para clivar ligagoes peptidicas es- 
pecificas; pela determinagao das sequencias de aminoa¬ 
cidos de cada fragmento pelo procedimento automatiza- 
do de degradagao de Edman; entao, pela ordenagao dos 
fragmentos peptidicos pelo encontro de sobreposigoes 
de sequencias entre os fragmentos gerados por diferen- 
tes reagentes. A sequencia de uma proteina tambem 
pode ser deduzida a partir da sequencia de nucleotideos 
de sen gene correspondente no DNA on por espectro- 
metria de massa. 

► Peptideos e protemas pequenas (ate cerca de 100 re¬ 
sidues) podem ser sintetizados quimicamente. 0 pep- 
tideo e construido, um residue de aminoacido por vez, 
enquanto unido a um suporte solido. 

► Sequencias proteicas sao uma fonte rica de informagao 
sobre a estrutura e a fungao da proteina, bem como so- 
bre a evolugao da vida na Terra. Metodos sofisticados 
estao sendo desenvolvidos para rastrear a evolugao, 
analisando as lentas mudangas resultantes nas sequen¬ 
cias de aminoacidos de proteinas homologas. 


Termos-chave 

Termos em negrito sao definidos no glossdrio. 


proteases 99 

MALDIMS 101 
ESI MS 101 

sequencia consenso 104 
bioinformatica 104 

transferencia genica 


horizontal 106 

protemas homologas 106 
homologos 106 
paralogos 106 
ortologos 106 

sequencia-assinatura 107 
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metabolismo de aminoacidos. 

Peptideos e protemas 

Creighton, T.E. (1992) Proteins: Structures and Molecular 
Properties, 2nd edn, W. H. Freeman and Company, New York. 
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focalizagao 
isoeletrica 94 
atividade especifica 95 
estrutura primaria 97 
estrutura secundaria 97 
estrutura terciaria 97 
estrutura quaternaria 97 
degradagao de Edman 98 


Estrutura primaria de protemas e evolugao 
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Dell, A. & Morris, H.R. (2001) Glycoprotein structure 
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As glicoproteinas podem ser complexas; a espectrometria de 
massa e um metodo preferido de classificagao. 

Delsuc, R, Brinkmann, H., & Philippe, H. (2005) Phylogenomics 
and the reconstruction of the tree of life. Nat. Rev. Genet. 6, 361-375. 

Gogarten, J.P. & Townsend, J.P. (2005) Horizontal gene transfer, 
genome innovation and evolution. Wat Rev. Microbiol. 3, 679-687. 

Gygi, S.P. & Aebersold, R. (2000) Mass spectrometry and 
proteomics. Curr. Opin. Chem. Biol. 4, 489-494. 
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de informagoes sobre sequencias de protemas. 
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Li, W.-H. & Graur, D. (2000) Fundamentals of Molecular 
Evolution, 2nd edn, Sinauer Associates, Inc., Sunderland, MA. 

Texto de facil leitura descrevendo os metodos utilizados para a 
analise de sequencias de protemas e de acidos nucleicos. 0 Capitulo 
5 fornece uma das melhores descrigoes dispomveis de como arvores 
evolutivas sao constrmdas a partir de dados de sequencias. 

Mayo, K.H. (2000) Recent advances in the design and construction 
of synthetic peptides: for the love of basics or just for the technology 
of it. Trends Biotechnol. 18, 212-217. 

Miranda, L.P. & Alewood, P.F. (2000) Challenges for protein 
chemical synthesis in the 21st century: bridging genomics and 
proteomics. Biopolymers 55, 217-226. 

Este e o artigo de Mayo (acrma) descrevem como produzir 
peptideos e uni-los em conjuntos para tratar uma ampla faixa de 
problemas na bioquimica de protemas. 

Ramisetty, S.R. & Washburn, M.P. (2011) Unraveling the dynamics 
of protein interactions with quantitative mass spectrometry. Crit. 

Rev. Biochem.Mol. Biol. 46, 216-228. 

Rokas, A., Williams, B.L., King, N., & Carroll, S.B. (2003) 
Genome-scale approaches to resolving incongruence in molecular 
phylogenies. Nature 425,798-804. 

Como as comparagoes de sequencia de miiltiplas protemas 
podem produzir informagao evolutiva precisa. 

Sanger, F. (1988) Sequences, sequences, sequences. Annu. Rev. 
Biochem. 57, 1-28. 

Bom relato historico do desenvolvLmento de metodos de 
sequenciamento. 

Snel, B., Huynen, M.A., & Dutilh, B.E. (2005) Genome trees and 
the nature of genome evolution. Rev. Microbiol. 59, 191-209. 

Steen, H. & Mann, M. (2004) The ABC’s (and XYZ’s) of peptide 
sequencing. Rev. Mol. Cell Biol. 5, 699-711. 

Zuckerkandl, E. & Pauling, L. (1965) Molecules as documents of 
evolutionary history. J. Theor. Biol. 8, 357-366. 

Muitos consideram este artigo como o fundador no campo da 
evolugao molecular. 


Problemas 

1. Configura^ao absoluta da citrulina. A citrulina isola- 
da de melancias tern a estmtura apresentada a seguir. Ela e um 
aminoacido d ou l? Explique. 

CH2(CH2)2NH—c—NH 2 
H^C^NHg O 

COO^ 

2. Rela^ao entre a curva de titula^ao e as propriedades 
acidobasicas da glicina. Uma solugao de 100 mL de glici- 
na a 0,1 M em pH 1,72 foi titulada com uma solugao de 2 m 
de NaOH. 0 pH foi monitorado e os resultados foram plotados 
como mostrado no grafico. Os pontos-chave na titulagao sao 
designados de I a V. Para cada uma das afirmagoes de (a) a (o), 
identifique o ponto-chave adequado na titulagao ejustifique 
sua escolha. 

(a) A glicina esta presente predominantemente como a es- 
pecie ^HgN—CH 2 —COOH. 

(b) A carga final media da glicina e +|. 

(c) Metade dos grupos amino esta ionizado. 

(d) 0 pH e igual ao do grupo carboxila. 

(e) 0 pH e igual ao pK^ do grupo amino protonado. 

(f) A glicina possui sua capacidade de tamponamento ma¬ 
xima. 


(g) A carga final media da glicina e zero. 

(h) 0 grupo carboxila foi completamente titulado (primei- 
ro ponto de equivalencia). 

(i) A glicina esta completamente titulada (segundo ponto 
de equivalencia). 

Q) A especie predominante e ^HgN—CHg—COO“. 

(k) A carga final media da glicina e -1. 

(l) A glicina esta presente predominantemente como uma 
mistura 50:50 de '"HgN-CH^-COOH e ^HgN—CHa—COO'. 

(m) Este e o ponto isoeletrico. 

(n) Este e o final da titulagao. 

(o) Estas sao as piores regioes de pH para poder de tam¬ 
ponamento. 



3. Quanta alanina esta presente na forma da espe¬ 
cie completamente sem carga? Em um pH igual ao ponto 
isoeletrico da alanina, a sua csigufinal e zero. Duas estrutu- 
ras podem ser desenhadas que apresentam carga final igual 
a zero, mas a forma predominante de alanina em sen pi e 
zwitterionica. 


CH3 

H.N—C—C' 


O 


I 

H 


O' 

Zwitterionica 


CH3 o 

L 


H 2 N—c—c 

I 

H 


OH 

Nao carregada 


(a) For que a alanina e predominantemente zwitterionica 
em vez de completamente nao carregada em sen pi? 

(b) Que fragao de alanina esta na forma completamente 
nao carregada em sen pi? Justifique suas suposigoes. 

4. Estado de ioniza^ao da histidina. Cada grupo ioni- 
zavel de um aminoacido pode existir em um de dois estados, 
carregado ou neutro. A carga eletrica no grupo funcional e 
determinada pela relagao entre seu pK^ e o pH da solugao. Essa 
relagao e descrita pela equagao de Henderson-Hasselbalch. 

(a) A histidina tern tres grupos funcionais ionizaveis. 
Escreva as equagoes de equilibrio para suas tres ionizagoes 
e assinale o piC^ adequado para cada ionizagao. Desenhe a 
estrutura da histidina em cada estado de ionizagao. Qual 
e a carga final na molecula de histidina em cada estado de 
ionizagao? 

(b) Desenhe as estruturas do estado de ionizagao predomi¬ 
nante da histidina em pH 1, 4, 8 e 12. Observe que o estado de 
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ionizagao pode ser aproximado tratando-se cada gmpo ioniza- 
vel independentemente. 

(c) Qual e a carga final da histidina em pH 1, 4, 8 e 12? Para 
cada pH, a histidina ira migrar em diregao ao anodo (+) on ao 
catodo (-) quando colocada em um campo eletrico? 

5. Separagao de aminoacidos por cromatografia de 
troca ionica. Misturas de aminoacidos podem ser analisa- 
das primeiramente pela separagao da mistura em sens com- 
ponentes por uma cromatografia de troca ionica. Os aminoa¬ 
cidos inseridos em uma resina permutadora de cations (ver 
Figura 3-17a) contendo grupos sulfonados (—SO^ fluem 
pela resina em velocidades diferentes em consequencia de 
dois fatores que influenciam seu movimento: (1) atragao io¬ 
nica entre os residuos sulfonados na coluna e os grupos fun- 
cionais carregados positivamente nos aminoacidos e (2) inte- 
ragoes hidrofobicas entre as cadeias laterais de aminoacidos 
e o esqueleto fortemente hidrofobico da resina de poliesti- 
reno. Para cada par de aminoacidos listados, determine qual 
sera eluido primeiro em uma coluna permutadora de cations 
por um tampao de pH 7,0. 

(a) Asp e Lys 

(b) Arg e Met 

(c) Glu e Val 

(d) Gly e Leu 

(e) Ser e Ala 

6. Nomeando os estereoisomeros de isoleucina. A es- 

trutura do aminoacido isoleucina e 

COO” 

+ I 

HgN—C—H 

I 

H—C—CHg 

I 

CH^ 

CHg 

(a) Quantos centres quirais ela tern? 

(b) Quantos isomeros opticos? 

(c) Desenhe formulas em perspectiva para todos os isome¬ 
ros opticos da isoleucina. 

7. Comparagao dos valores de piT^ de alanina e polia- 
lanina. A curva de titulagao da alanina mostra a ionizagao 
de dois grupos funcionais com valores de pA^ de 2,34 e 9,69, 
correspondendo a ionizagao do grupo carboxila e dos grupos 
amino protonados, respectivamente. A titulagao de di, tri e oli- 
gopeptideos maiores de alanina tambem mostra a ionizagao de 
somente dois grupos funcionais, embora os valores experimen- 
tais de pA^ sejam diferentes. A tendencia nos valores de pA^ 
esta resumida na tabela. 


Aminoacido ou peptideo 

p'f, 

p/fj 

Ala 

2,34 

9,69 

Ala-Ala 

3,12 

8,30 

Ala-Ala-Ala 

3,39 

8,03 

Ala-(Ala)^-Ala, n>\ 

3,42 

7,94 


(a) Desenhe a estrutura de Ala-Ala-Ala. Identifique os gru¬ 
pos funcionais associados a pA^ e pAg. 

(b) Por que o valor de pA^ aumenta com cada residue Ala 
adicional no oligopeptideo? 

(c) Por que o valor de pA 2 diminui com cada residue Ala 
adicional no oligopeptideo? 


8. O tamanho das protemas. Qual e a massa molecular 
aproxlmada de uma proteina com 682 residuos de aminoacidos 
em uma unica cadeia polipeptidica? 

9. O numero de residuos de triptofano na albumina se- 
rica bovina. Uma analise quantitativa de aminoacidos revela 
que a albumina serica bovina (BSA) contem 0,58% de triptofa¬ 
no (Mj. 204) por peso. 

(a) Calcule a massa molecular minima da BSA (i.e, presu- 
mindo-se que haja apenas um residue de Trp por molecula de 
proteina). 

(b) A cromatografia de exclusao por tamanho da BSA for- 
nece uma massa molecular estimada de BSA de 70.000. Quan¬ 
tos residuos de Trp estao presentes em uma molecula de albu¬ 
mina serica? 

10. Composigao de subunidades de uma proteina. Uma 

proteina tern uma massa molecular de 400 kDa quando medida 
por cromatografia de exclusao por tamanho. Quando submeti- 
da a uma eletroforese em gel na presenga de dodecil sulfato de 
sodio (SDS), a proteina fornece tres bandas com massas mole- 
culares de 180,160 e 60 kDa. Quando a eletroforese e realizada 
na presenga de SDS e ditiotreitol, tres bandas sao novamente 
formadas, desta vez com massas moleculares de 160, 90 e 60 
kDa. Determine a composigao das subunidades da proteina. 

11. Carga eletrica final de peptideos. Um peptideo tern 
a sequencia 

Glu-His-Trp-Ser-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly 

(a) Qual e a carga final da molecula em pH 3, 8 e 11? (Uti¬ 
lize os valores de pA^ para cadeias laterais e grupos amino e 
carboxila terminals como fornecidos na Tabela 3-1.) 

(b) Estlme o pi para este peptideo. 

12. Ponto isoeletrico da pepsina. Pepsina e o nome dado 
a uma mistura de diversas enzimas digestivas secretadas (como 
proteinas precursoras maiores) por glandulas no estomago. Es- 
sas glandulas tambem secretam acido cloridrico, que dissolve o 
material particulado no alrmento, permitindo a pepsina clivar de 
modo enzrmatico moleculas de proteinas individuais. A mistura 
resultante de alimento, HCl e enzimas digestivas e conhecida 
como quimo e apresenta pH proximo a 1,5. Qual pi voce pode- 
ria prever para as proteinas da pepsina? Que grupos funcionais 
devem estar presentes para conferir esse pi a pepsina? Quais 
aminoacidos nas proteinas iriam contribuir com tais grupos? 

13. Ponto isoeletrico de histonas. As histonas sao protei¬ 
nas encontradas no nucleo de celulas eucarioticas, fortemente 
ligadas ao DNA, com muitos grupos fosfato. 0 pi das histonas e 
muito alto, cerca de 10,8. Que residuos de aminoacidos devem 
estar presentes em quantidades relativamente elevadas nas 
histonas? De que forma esses residuos contribuem para a forte 
ligagao das histonas ao DNA? 

14. Solnbilidade de polipeptideos. Um metodo para se- 
parar polipeptideos faz uso de suas diferentes solubilidades. A 
solnbilidade de polipeptideos grandes em agua depende da po- 
laridade relativa de sens grupos R, particularmente do numero 
de grupos ionizaveis: quanto mais grupos ionizaveis existirem, 
mais soluvel sera o polipeptideo. Qual, de cada par de polipep¬ 
tideos a seguir, e mais soluvel no pH indicado? 

(a) (Gly) 2 o ou (Glu) 2 o em pH 7,0 

(b) (Lys-Ala) g ou (Phe-Met)g em pH 7,0 

(c) (Ala-Ser-Gly)^ ou (Asn-Ser-His )5 em pH 6,0 

(d) (Ala-Asp-Gly)^ ou (Asn-Ser-His)^ em pH 3,0 
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15. Purifica^ao de uma enzima. Um bioquimico descobre 
e purifica uma nova enzima, gerando a tabela de purificagao a 
seguir. 


Procedimento 

Proteina total 
(mg) 

Atividade 

(unidades) 

1. 

Extrato bruto 

20.000 

4.000.000 

2. 

Precipitagao (sal) 

5.000 

3.000.000 

3. 

Precipitagao (pH) 

4.000 

1.000.000 

4. 

Cromatografia de troca ionica 

200 

800.000 

5. 

Cromatografia de afinidade 

50 

750.000 

6. 

Cromatografia de exclusao 
por tamanho 

45 

675.000 


(a) A partir da informagao contida na tabela, calcule a ati- 
vidade especifica da enzima apos cada procedimento de puri¬ 
ficagao. 

(b) Qual dos procedimentos de purificagao utilizados para 
essa enzima e mais eficaz (i.e, fornece o maior aumento relati¬ 
ve em pureza)? 

(c) Qual dos procedimentos de purificagao e menos efetivo? 

(d) Ha alguma indicagao, com base nos resultados apresen- 
tados na tabela, de que a enzima esta pura apos a etapa 6? 0 
que mais poderia ser feito para estimar a pureza da preparagao 
da enzima? 

16. Dialise. Uma proteina purificada esta em um tampao 
Hepes (A^-(2-hidr6xi-etil)piperazina-A^'-(acido 2-etanossulf6- 
nico)) em pH 7 com 500 mM de NaCl. Uma amostra (1 mL) da 
solugao de proteina e inserida em um tube feito de membrana 
de dialise e dialisado contra 1 L do mesmo tampao Hepes com 
0 mM de NaCL Moleculas pequenas e ions (como Na^, CU e He¬ 
pes) podem se difundir atraves da membrana de dialise, mas a 
proteina nao. 

(a) Uma vez que a dialise alcanga o equilibrio, qual e a 
concentragao de NaCl na amostra de proteina? Assuma que 
nenhuma mudanga de volume ocorra na amostra durante a 
dialise. 

(b) Se a amostra de 1 mb original fosse dialisada duas ve- 
zes, sucessivamente, contra 100 mb do mesmo tampao Hepes 
com 0 mM NaCl, qual seria a concentragao final de NaCl na 
amostra? 

17. Purificagao de peptideos. Em pH 7,0, em que or- 

dem os tres peptideos a seguir seriam eluidos em uma colu- 
na preenchida com um polimero permutador de cations? Suas 
composigoes em aminoacidos sao: 

Peptideo A: Ala 10%, Glu 5%, Ser 5%, beu 10%, Arg 10%, 
His 5%, lie 10%, Phe 5%, Tyr 5%, bys 10%, Gly 10%, Pro 5% e 
Trp 10%. 

Peptideo B: Ala 5%, Val 5%, Gly 10%, Asp 5%, beu 5%, Arg 
5%, lie 5%, Phe 5%, Tyr 5%, bys 5%, Trp 5%, Ser 5%, Thr 5%, 
Glu 5%, Asn 5%, Pro 10%, Met 5% e Cys 5%. 

Peptideo C: Ala 10%, Glu 10%, Gly 5%, beu 5%, Asp 10%, 
Arg 5%, Met 5%, Cys 5%, Tyr 5%, Phe 5%, His 5%, Val 5%, Pro 
5%, Thr 5%, Ser 5%, Asn 5% e Gin 5%. 


macos opiaceos. Alguns pesquisadores consideram que esses 
peptideos sejam os analgesicos proprios do cerebro. Utilizando 
as informagoes a seguir, determine a sequencia de aminoacidos 
do opioide leucina encefalina. Explique como sua estrutura e 
consistente com cada uma das informagoes fornecidas. 

(a) A hidrolise completa por 6 m de HCl a 110°C, seguida 
pela analise de aminoacidos, indicou a presenga de Gly, beu, 
Phe e Tyr em uma razao molar de 2:1:1:1. 

(b) 0 tratamento do peptideo com l-fluoro-2,4-dinitroben- 
zeno seguido pela hidrolise completa e cromatografia indicou a 
presenga de um derivado 2,4-dinitrofenila da tirosina. Nenhu¬ 
ma tirosina livre foi encontrada. 

(c) A digestao completa do peptideo com qulmotripsina se¬ 
guida por cromatografia forneceu tirosina e leucina livres mais 
um tripeptideo contendo Phe e Gly em uma razao de 1:2. 

19. Estrutura do peptideo antibiotico de Bacillus bre¬ 
vis, Extratos da bacteria Bacillus brevis contem um peptideo 
com propriedades antibioticas. Esse peptideo forma comple- 
xos com ions metalicos e parece interromper o transporte io- 
nico atraves de membranas celulares de outras especies bacte- 
rianas, matando-as. A estrutura do peptideo foi determinada a 
partir das seguintes observagoes: 

(a) A hidrolise acida completa do peptideo seguida de ana¬ 
lise de aminoacidos produziu quantidades equimolares de beu, 
Orn, Phe, Pro e Val. Orn e ornitina, um aminoacido que nao 
esta presente em proteinas, mas aparece em alguns peptideos. 
Ela tern a seguinte estrutura: 


H 

+ I 

HgN—CH2—CH2—CH2—c—COO- 

+NH. 


(b) A massa molecular do peptideo foi estimada em apro- 
xlmadamente 1.200. 

(c) 0 peptideo nao sofreu hidrolise quando tratado com a 
enzima carboxipeptidase. Essa enzima catalisa a hidrolise do 
residuo carboxiterminal de um polipeptideo a menos que o re¬ 
sidue seja Pro ou, por alguma razao, nao contenha um grupo 
carboxila livre. 

(d) 0 tratamento do peptideo intacto com l-fluoro-2,4-di- 
nitrobenzeno, seguido por hidrolise completa e cromatografia, 
produziu apenas aminoacidos livres e o seguinte derivado: 



Dica: o derivado de 2,4-dinitrofenila envolve o grupo amino de 
uma cadeia lateral em vez de um grupo o;-amino. 

(e) A hidrolise parcial do peptideo seguida por separagao 
cromatografica e analise de sequencia produziu os seguintes 
di e tripeptideos (o aminoacido aminoterminal esta sempre a 
esquerda): 


18. Determinagao da sequencia do peptideo cerebral 
leucina encefalina. Um grupo de peptideos que influencia a 
transmissao nervosa em certas partes do cerebro foi isolado de 
tecido cerebral normal. Esses peptideos sao conhecidos como 
opioides porque se ligam a receptores especificos que tambem 
se ligam a farmacos opiaceos, como a morfina e a naloxona. Os 
opioides, portanto, mimetizam algumas propriedades dos far- 


beu-Phe Phe-Pro Orn-beu Val-Orn 

Val-Orn-beu Phe-Pro-Val Pro-Val-Orn 

A partir das informagoes fornecidas acima, deduza a sequencia 
de aminoacidos do peptideo antibiotico. Mostre seu raciocinio. 
Quando voce tiver chegado a uma estrutura, demonstre que 
ela e consistente com cada observagao experimental. 
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20. Eficiencia no sequenciamento de peptideos Um 

peptideo com a estmtura primaria Lys-Arg-Pro-Leu-Ile-Asp- 
-Gly-AIa e sequenciado pelo procedimento de Edman. Se cada 
ciclo de Edman tiver uma eficiencia de 96%, que porcentagem 
dos aminoacidos liberados no quarto ciclo sera leucina? Faga o 
calculo uma segunda vez, mas presuma uma eficiencia de 99% 
para cada ciclo. 

21. Comparagao de sequencias Proteinas denominadas 
chaperonas moleculares (descritas no Capitulo 4) auxiliam no 
processo de enovelamento proteico. Uma classe de chapero¬ 
nas encontrada em organismos desde bacterias a mamiferos e 
a proteina de cheque termico 90 (Hsp90). Todas as chapero¬ 
nas Hsp90 contem uma “sequencia-assinatura” de 10 aminoa¬ 
cidos que permite uma identificagao rapida dessas proteinas 
em bancos de dados de sequencias. Duas representagoes dessa 
sequencia-assinatura sao apresentadas a seguir. 

Y-x-[NQHD]-[KHR]-[DE]-[IVA]-F-[LM]-R-[ED]. 

4 
3 

S 2 
1 

0 

N C 


yshKElFLRE 


8 9 10 


Problemas de analise de dados 

23. Determinagao da sequencia de aminoacidos da in- 
snlina A Figura 3-24 mostra a sequencia de aminoacidos da 
insulina bovina. Essa estmtura foi determinada por Frederick 
Sanger e colaboradores. A maior parte desse trabalho esta 
descrita em uma serie de artigos publicados no Biochemical 
Journal de 1945 a 1955. 

Quando Sanger e sens colaboradores iniciaram sen traba¬ 
lho em 1945, sabia-se que a insulina era uma proteina pequena 
consistindo em duas on quatro cadeias polipeptidicas ligadas 
por ligagoes dissulfeto. Sanger e sens colaboradores desen- 
volveram alguns poucos metodos simples para o estudo de se¬ 
quencias de proteinas. 

Tratamento comFDNB. 0 FDNB (l-fluoro-2,4-dinitroben- 
zeno) reage com grnpos amino livres (exceto amida on gua- 
nidina) em proteinas para produzir derivados dinitrofenil de 
aminoacidos: 


R—NH2 + ^NOa 


Amina 


FDNB 



H 

DNP-amina 


(a) Nesta sequencia, que residues de aminoacidos nao va- 
riam (conservados ao longo de todas as especies)? 

(b) A qual(is) posigao(6es) estao limitados aqueles ami¬ 
noacidos com cadeias laterais carregadas positivamente? 
Para cada posigao, qual aminoacido e mais comumente en- 
contrado? 

(c) Em quais posigoes as substituigoes estao restritas a 
aminoacidos com cadeias laterais carregadas negativamente? 
Para cada posigao, qual aminoacido predomina? 

(d) Ha uma posigao que pode ser qualquer aminoacido, 
embora um aminoacido aparega com muito mais frequencia do 
que qualquer outro. Que posigao e esta, e qual aminoacido apa- 
rece com mais frequencia? 

22. Metodos cromatograficos Tres aminoacidos, enjas se¬ 
quencias sao apresentadas a seguir, utilizando o codigo de uma 
letra para sens aminoacidos, estao presentes em uma mistura: 

1. ATKNRASCLVPKHGALMFWRHKQLVSDPILQKRQHIL- 
VCRNAAG 

2. GPYFGDEPLDVHDEPEEG 

3. PHLLSAWKGMEGVGKSQSFAALIVILA 

Qual deles migraria mais lentamente durante a cromatografia 
atraves de: 

(a) uma resina de troca ionica; granules revestidos com 
grnpos carregados positivamente? 

(b) uma resina de troca ionica; granules revestidos com 
grnpos carregados negativamente? 

(c) uma coluna de exclusao por tamanho (filtragao em gel) 
projetada para separar peptideos pequenos como esses? 

(d) Quais os peptideos que contem os motives de ligagao 
ao ATP mostrados na sequencia logo a seguir? 



N C 


Hidrolise dcida. Ferver uma proteina na presenga de HCl 
a 10% por varias horas hidrolisa todas as suas ligagoes pepti- 
dicas e amidicas. Tratamentos curtos produzem polipeptide- 
os curtos; quanto mais longo o tratamento, mais completa e a 
quebra da proteina em sens aminoacidos. 

Oxidagdo de cisteinas. 0 tratamento de uma proteina 
com acido performico clivou todas as ligagoes dissulfeto e con- 
verten todos os residues Cys a residues de acido cisteico (ver 
Figura 3-28). 

Cromatografia em papel. Esta versao mais primitiva da 
cromatografia em camada delgada (ver Figura 10-25) separava 
compostos com base em suas propriedades quimicas, permitin- 
do a identificagao de aminoacidos isolados e, em alguns cases, 
dipeptideos. A cromatografia em camada delgada tambem se- 
para peptideos maiores. 

Como relatado em sen primeiro artigo (1945), Sanger 
promoveu a reagao da insulina com o FDNB e hidrolisou a 
proteina resultante. Ele encontrou muitos aminoacidos li¬ 
vres, mas apenas tres aminoacidos-DNP: oi-DNP-glicina (o 
grupo DNP ligado ao grupo Q;-amino); Q;-DNP-fenilalanina; e 
6:-DNP-lisina (DNP ligado ao grupo 6:-amino). Sanger inter- 
pretou esses resultados indicando que a insulina tinha duas 
cadeias proteicas: uma com Gly em sua extremidade ami- 
noterminal e outra com Phe em sua extremidade aminoter- 
minal. Uma das duas cadeias tambem continha um residue 
Lys, mas nao na extremidade aminoterminal. Ele nomeou a 
cadeia iniciada com o residue Gly de “A” e a cadeia iniciada 
com Phe de “B”. 

(a) Explique como os resultados de Sanger apoiam suas 
conclusoes. 

(b) Esses resultados sao consistentes com a estrutura co- 
nhecida da insulina bovina (ver Figura 3-24)? 

Em um artigo posterior (1949), Sanger descreveu como ele 
utilizou essas tecnicas para determinar os primeiros poucos 
aminoacidos (extremidade aminoterminal) de cada cadeia de 
insulina. Para analisar a cadeia B, por exemplo, ele seguiu as 
seguintes etapas: 
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1. Oxidou a insulina para separar as cadeias A e B. 

2. Preparou uma amostra de cadeia B pura por cromato- 
grafia em papel. 

3. Reagiu a cadeia B com FDNB. 

4. Submeteu a proteina a hidrolise acida branda, de modo 
a produzir peptideos pequenos. 

5. Separou os peptideos-DNP dos peptideos que nao con- 
tinham grupos DNP 

6 . Isolou quatro dos peptideos-DNP, os quais foram nome- 
ados B1 a B4. 

7. Submeteu a hidrolise intensa cada peptideo-DNP para 
obter os aminoacidos livres. 

8 . Identificou os aminoacidos em cada peptideo por cro- 
matografia em papel. 

Os resultados foram os seguintes: 

Bl: apenas a-DNP-fenilalanina 

B2: Q!-DNP-fenilalanina; valina 

B3: acido aspartico; Q!-DNP-fenilalanina; valina 

B4: acido aspartico; acido glutamico; a-DNP-fenilalanina; 
valina 

(c) Com base nesses dados, quais sao os primeiros quatro 
aminoacidos (aminoterminais) da cadeia B? Explique sen ra- 
ciocinio. 

(d) Esse resultado coincide com a sequencia conhecida da 
insulina bovina (ver Figura 3-24)? Explique quaisquer discre- 
pancias. 

Sanger e colaboradores utilizaram esses e outros metodos 
relacionados para determinar a sequencia completa das ca¬ 
deias A e B. Suas sequencias para a cadeia A foram as seguin¬ 
tes (aminoterminal a esquerda): 

15 10 

Gly-Ile-Val-Glx-Glx-Cys-Cys-Ala-Ser-Val- 

15 20 

Cys-Ser-Leu-Tyr-Glx-Leu-Glx-Asx-Tyr-Cys-Asx 


Como a hidrolise acida converteu todo Asn a Asp e todo Gin 
a Glu, esses residues tiveram de ser denominados Asx e Glx, 
respectivamente (a identidade exata no peptideo desconhe- 
cida). Sanger resolveu esse problema utilizando enzimas pro¬ 
teases que clivam ligagoes peptidicas, mas nao as ligagoes 
amidicas nos residues Asn e Gin, para preparar peptideos 
curtos. Ele entao determinou o numero de grupos amida pre- 
sentes em cada peptideo medindo a liberagao de NH 4 quando 
o peptideo era hidrolisado em acido. Alguns dos resultados 
obtidos para a cadeia A sao mostrados a seguir. Os peptideos 
podem nao ter side completamente puros, de modo que os 
mimeros foram aproximados - mas bons o bastante para os 
propositos de Sanger. 


Nome do Numero de grupos 

peptideo Sequencia peptidica amida no peptideo 


Acl 

Cys-Asx 

0,7 

Apl5 

Tyr-Glx-Leu 

0,98 

Apl4 

Tyr-Glx-Leu-Glx 

1,06 

Ap3 

Asx-Tyr-Cys-Asx 

2,10 

Apl 

Glx-Asx-Tyr-Cys-Asx 

1,94 

Ap5pal 

Gly-lle-Val-Glx 

0,15 

Ap5 

Gly-lle-Val-Glx-Glx-Cys-Cys-Ala- 

-Ser-Val-Cys-Ser-Leu 

1,16 


(e) Com base nesses dados, determine a sequencia de ami¬ 
noacidos da cadeia A. Explique como voce obteve sua resposta 
e a compare com a Figura 3-24. 
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A s protemas sao moleculas grandes. 0 esqueleto cova- 
lente de uma protema classica e formado por centenas 
de ligagoes simples. Como e possivel a livre rotagao 
entre varias dessas ligagoes, a protema consegue, em prin- 
cipio, assumir um numero de conformagoes praticamente 
incontaveis. Entretanto, cada protema tern uma fungao qui- 
mica e uma estrutura especifica, sugerindo que cada uma 
delas tenha uma estrutura tridimensional unica (Figura 
4-1). Quao estavel e essa estrutura, quais fatores guiam sua 
formagao e o que a mantem unida? No final de 1920, varias 
protemas foram cristalizadas, incluindo a hemoglobina 
64.500) e a enzima urease 483.000). Como, geralmente, 
o arranjo ordenado das moleculas em um cristal pode ocor- 
rer somente se as unidades moleculares forem identicas, a 
descoberta de que varias protemas poderiam ser cristali¬ 
zadas era a evidencia de que ate mesmo protemas muito 
grandes sao entidades quimicas separadas com estruturas 
unicas. Essa conclusao revolucionou o pensamento sobre 
as protemas e suas fungoes, mas o conhecimento que ela 
gerou foi incomplete. A estrutura proteica e sempre ma- 


FIGURA 4-1 Estrutura da enzima quimotripsina, uma protema glo¬ 
bular. A molecula de glicina (em cinza) e representada para comparapao 
de tamanho. As estruturas tridimensionais conhecidas das proteinas estao 
arquivadas no Protein Doto Bank - PDB (ver Quadro 4-4). A imagem mostrada 
aqui foi elaborada utilizando os dados do PDB ID 6GCH. 


leavel, algumas vezes de forma surpreendente. Mudangas 
na estrutura podem ser tao importantes para a fungao da 
protema quanto a estrutura por si so. 

Neste capitulo, sera examinada a estrutura das protei¬ 
nas. Sao enfatizados seis temas. Primeiro, a estrutura tri¬ 
dimensional, ou seja, as estruturas de uma protema sao 
determinadas por sua sequencia de aminoacidos. Segundo, 
a fungao de uma protema tipica depende de sua estrutura. 
Terceiro, a maior parte das protemas isoladas existem em 
um ou em um pequeno numero de formas estruturalmente 
estaveis. Quarto, as forgas mais importantes de estabiliza- 
gao das estruturas especificas de uma dada protema sao 
as interagoes nao covalentes. Quinto, dentre desse enor- 
me numero de estruturas unicas das protemas, podem ser 
reconhecidos alguns padroes estruturais comuns, que aju- 
dam a organizar o entendimento sobre a arquitetura das 
protemas. Sexto, as estruturas proteicas nao sao estaticas. 
Todas as protemas passam por mudangas na conformagao 
variando desde sutis ate bastante significativas. Partes de 
muitas protemas possuem estruturas nao discerniveis. Para 
algumas protemas, a ausencia de estrutura definida e fun¬ 
damental para sua fungao. 

4.1 Visao geral sobre a estrutura das protemas 

0 arranjo espacial dos atomos em uma protema ou qualquer 
parte da protema e chamado de conformagao. As confor¬ 
magoes possiveis de uma protema ou de qualquer segmento 
proteico incluem qualquer estado estrutural que ela pos- 
sa assumir sem a quebra de suas ligagoes covalentes. Uma 
mudanga conformacional pode ocorrer, por exemplo, pela 
rotagao sobre as ligagoes simples. Das varias conformagoes 
teoricamente possiveis para uma proteina com centenas de 
ligagoes simples, uma ou (mais comumente) poucas predo- 
minam em condigoes biologicas. A necessidade de multi- 
plas conformagoes estaveis reflete as mudangas que devem 
ocorrer na proteina quando ela se liga a outras moleculas ou 
catalisa reagoes. As conformagoes que existem em determi¬ 
nadas condigoes sao, normalmente, aquelas termodinami- 
camente mais estaveis - isto e, aquelas com energia livre de 
Gibbs (G) menores. Proteinas dobradas, em qualquer uma 
de suas conformagoes funcionais, sao chamadas de protei¬ 
nas nativas. 

Para a grande maioria das proteinas, uma estrutura 
em particular ou um pequeno grupo de estruturas e cru¬ 
cial para a fungao. No entanto, em muitos cases, partes das 
proteinas carecem de estruturas perceptiveis. Esses seg- 
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mentos proteicos sao intrinsecamente desordenados. Em 
alguns casos, protemas inteiras sao intrinsecamente desor- 
denadas, e ainda assim funcionais. 

Quais os principios que determinam as conformagoes 
mais estaveis de uma proteina tipica? Uma compreensao da 
conformagao de protemas pode ser construida, passo a pas- 
so, a partir da discussao sobre estrutura primaria no Capi- 
tulo 3, passando pela consideragao das estruturas secunda- 
rias, terciarias e quaternarias. A essa abordagem classica, e 
preciso acrescentar a enfase mais recente dada aos padroes 
comuns e classificaveis de enovelamento, variavelmente 
chamados de estruturas supersecundarias, enovelamentos 
on motives, que estabelecem um importante contexto orga- 
nizacional para esse esforgo complexo. A titulo de introdu- 
gao, serao apresentados alguns principios basicos. 

A conformagao de uma proteina e estabilizada por 
intera^es fracas 

No contexto da estrutura de protemas, o termo estabi- 
lidade pode ser definido como a tendencia em manter a 
conformagao nativa. Protemas nativas sao apenas margi- 
nalmente estaveis: o AG que separa os estados dobrados 
e nao dobrados em protemas comuns, sob condigoes fisio- 
logicas, esta na faixa de apenas 20 a 65 kJ/mol. Uma dada 
cadeia polipeptidica pode, teoricamente, assumir inumeras 
conformagoes e, como resultado, o estado nao dobrado de 
uma proteina e caracterizado por um alto gran de entropia 
conformacional. Essa entropia, junto com as interagoes de 
ligagoes de hidrogenio dos diversos grupos da cadeia poli¬ 
peptidica com o solvente (agua), tendem a manter o estado 
nao dobrado. As interagoes quimicas que contrabalangam 
esses efeitos e estabilizam a conformagao nativa incluem 
ligagoes dissulfeto (covalentes) e interagoes fracas (nao co- 
valentes), descritas no Capitulo 2: ligagoes de hidrogenio e 
interagoes hidrofobicas e ionicas. 

Varias proteinas nao tern ligagoes dissulfeto. 0 ambiente 
dentro da maioria das celulas e altamente redutor devido a 
alta concentragao de agentes redutores, como a glutationa, 
e a maior parte das sulfidrilas permanece entao no estado 
reduzido. Fora da celula, o ambiente e frequentemente 
mais oxidante e a formagao de dissulfeto e mais provavel 
de ocorrer. Em eucariotos, as ligagoes dissulfeto sao encon- 
tradas, principalmente, em proteinas secretadas, extrace- 
lulares (p. ex., o hormonio insulina). As ligagoes dissulfeto 
tambem sao incomuns em proteinas de bacterias. Entretan- 
to, bacterias termofilicas, assim como arquibacterias, geral- 
mente apresentam varias proteinas com ligagoes dissulfeto, 
que as estabilizam. Presumivelmente, isso e uma adaptagao 
para a vida a altas temperaturas. 

Para todas as proteinas de todos os organismos, as in¬ 
teragoes fracas sao especialmente importantes para o eno¬ 
velamento das cadeias polipeptidicas em suas estruturas 
secundarias e terciarias. A associagao de multiples polipep- 
tideos para formar estruturas quaternarias tambem tern 
como base estas interagoes fracas. 

Aproximadamente 200 a 460 kJ/mol sao necessaries 
para quebrar uma ligagao covalente simples, enquanto in¬ 
teragoes fracas podem ser rompidas com apenas 0,4 a 30 
kJ/mol. Individualmente, uma ligagao covalente, como as 


ligagoes dissulfeto conectando regioes distintas de uma 
unica cadeia polipeptidica, e claramente muito mais forte 
que uma interagao fraca. Entretanto, por serem muito nu- 
merosas, sao as interagoes fracas que predominam como 
forgas estabilizadoras da estrutura proteica. Em geral, a 
conformagao proteica de energia livre mais baixa (i.e., de 
conformagao mais estavel) e aquela com o numero maximo 
de interagoes fracas. 

A estabilidade de uma proteina nao e simplesmente o 
somatorio das energias livres de formagao das diversas in¬ 
teragoes fracas internas. Para cada ligagao de hidrogenio 
formada em uma proteina durante seu enovelamento, uma 
ligagao de hidrogenio (de forga equivalente) entre o mes- 
mo grupo e a agua e quebrada. A estabilidade resultante 
da contribuigao de uma dada ligagao de hidrogenio, ou a 
diferenga de energia livre entre os estados dobrado e nao 
dobrado, deve ser proxima de zero. Interagoes ionicas po¬ 
dem ser tanto estabilizadoras, quanto desestabilizadoras. 
Portanto, e preciso olhar em outros lugares para entender 
por que uma determinada conformagao nativa e favoravel. 

A partir de um exame cuidadoso da contribuigao das in¬ 
teragoes fracas na estabilidade das proteinas, fica evidente 
que as interagoes hidrofobicas geralmente predominam. 
A agua pura contem moleculas de HgO formando uma rede 
de ligagoes de hidrogenio. Nenhuma outra molecula tern o 
potencial de ligagao de hidrogenio da agua, e a presenga de 
outras moleculas na solugao aquosa rompe estas ligagoes 
de hidrogenio. Quando a agua envolve uma molecula hidro- 
fobica, o arranjo otimo de ligagao de hidrogenio resulta em 
uma camada altamente estruturada, ou camada de solva- 
tagao, de agua em torno da molecula (ver Figura 2-7). 0 
aumento da ordem das moleculas de agua na camada de 
solvatagao esta correlacionado com uma redugao desfavo- 
ravel na entropia da agua. Entretanto, quando grupos apo- 
lares se agrupam, o tamanho da camada de solvatagao dimi- 
nui, porque cada grupo nao mais expoe toda sua superficie 
a solugao. 0 resultado e um aumento favoravel de entropia. 
Como descrito no Capitulo 2, esse aumento de entropia e 
a principal forga termodinamica que rege a associagao de 
grupos hidrofobicos em solugao aquosa. Cadeias laterais de 
aminoacidos hidrofobicos tendem a se agrupar no interior 
das proteinas, longe da agua (pense em uma gota de oleo na 
agua). A sequencia de aminoacidos da maioria das protei¬ 
nas, assim, apresenta um conteudo significative de cadeias 
laterais de aminoacidos hidrofobicos (especialmente Leu, 
He, Val, Phe e Trp). Posicionam-se de forma a se aglomerar 
quando a proteina e dobrada, formando um nucleo hidrofo- 
bico da proteina. 

Sob condigoes fisiologicas, a formagao de ligagoes de 
hidrogenio em uma proteina e em grande parte dirigida 
pelo mesmo efeito entropico. Grupos polares normalmen- 
te podem formar ligagoes de hidrogenio com a agua, e, por 
isso, sao soluveis em agua. Entretanto, o numero de liga¬ 
goes de hidrogenio por unidade de massa normalmente e 
maior para a agua pura do que para qualquer outro liquido 
ou solugao, e ha limites de solubilidade ate para as molecu¬ 
las mais polares, pois sua presenga causa uma diminuigao 
no numero total de ligagoes de hidrogenio por unidade de 
massa. Portanto, uma camada de solvatagao, ate certo pon- 
to, tambem se forma em torno de moleculas polares. Apesar 
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de a energia de formagao de uma ligagao de hidrogenio in¬ 
tramolecular entre dois grupos polares em uma macromo- 
lecula ser em grande parte anulada pela eliminagao de tais 
interagoes entre esses grupos polares e a agua, a liberagao 
da agua estruturada, na forma de interagoes intramolecula- 
res, garante a forga entropica que leva ao enovelamento. A 
maior parte da variagao de energia livre na forma de intera¬ 
goes fracas dentro da protelna e assim originaria do aumen- 
to de entropia na solugao aquosa circundante, resultante do 
confinamento das superficies hidrofobicas. Isso mais do que 
contrabalanga a grande perda de entropia conformacional, 
pois o polipeptldeo e limitado a sua conformagao dobrada. 

As interagoes hidrofobicas sao importantes na estabi- 
lizagao da conformagao: o interior de uma protelna geral- 
mente e um nucleo altamente empacotado de cadeias la¬ 
terals de aminoacidos hidrofobicos. Tambem e importante 
que cada grupo polar on carregado no interior da protelna 
tenha um par adequado para fazer ligagao de hidrogenio on 
interagao ionica. Uma ligagao de hidrogenio parece contri- 
buir pouco para a estabilidade de uma estrutura nativa, mas 
a presenga de grupos que fazem ligagoes de hidrogenio sem 
par no nucleo hidrofobico de uma protelna pode ser tao 
desestahilizadora que conformagoes contendo esse grupo 
sao termodinamicamente insustentaveis. A variagao favo- 
ravel de energia livre resultante da combinagao de varies 
desses grupos com parceiros na solugao que os circunda 
pode ser maior do que a diferenga de energia livre entre os 
estados dobrados e nao dobrados. Alem disso, ligagoes de 
hidrogenio entre grupos em uma protelna se formam coo- 
perativamente (a formagao de uma torna mais provavel a 
formagao da proxima) em estruturas secundarias repetidas 
que otimizam as ligagoes de hidrogenio, como descrito a se- 
guir. Dessa forma, as ligagoes de hidrogenio normalmente 
tern um importante papel na condugao do processo de eno¬ 
velamento de protelnas. 

A interagao entre grupos carregados com cargas opos- 
tas, que formam um par ionico on uma ponte salina, pode 
exercer tanto um efeito estabilizante quanto desestabili- 
zante na estrutura da protelna. Como no caso das ligagoes 
de hidrogenio, cadeias laterals de aminoacidos carregados 
interagem com a agua e com sals quando a protelna nao 
esta dobrada, e a perda dessas interagoes deve ser consi- 
derada quando se avalia o efeito da ponte salina na esta¬ 
bilidade geral de uma protelna dobrada. Entretanto, a for¬ 
ga de uma ponte salina aumenta a medida que se desloca 
para um ambiente com constante dieletrica mais baixa, s 
Cp. 50): do solvente aquoso polar (^s proximo a 80) para o 
interior apolar da protelna {s proximo a 4). Pontes salinas, 
especialmente aquelas parcial on totalmente internas na 
protelna, podem, assim, proporcionar uma estabilizagao 
significativa da estrutura de uma protelna. Essa tendencia 
explica o aumento da ocorrencia de pontes salinas internas 
nas protelnas de organismos termofllicos. Interagoes ioni- 
cas tambem limitam a flexibilidade estrutural e conferem 
uma singularidade a uma determinada estrutura proteica 
que as interagoes hidrofobicas nao especlficas nao conse- 
gnem proporcionar. 

No ambiente atomico altamente empacotado de uma 
protelna, mais um tipo de interagao fraca pode ter um efei¬ 
to significativo - as interagoes de van der Waals (p. 54). 


As interagoes de van der Waals sao interagoes dipolo-dipolo 
envolvendo os dipolos eletricos permanentes de grupos, tal 
como as carbonilas, dipolos transitorios derivados das flutu- 
agoes das nuvens de eletrons em torno de qualquer atomo, 
e dipolos induzidos pela interagao de um atomo com outro 
que contem um dipolo permanente on transitorio. A medida 
que os atomos interagem um com o outro, essas interagoes 
dipolo-dipolo fornecem uma forga intermolecular atrativa 
que opera apenas sobre uma distancia intermolecular limite 
(0,3 a 0,6 nm). As interagoes de van der Waals sao fracas e 
individualmente contribnem pouco para a estabilidade da 
protelna em geral. No entanto, em uma protelna bem empa- 
cotada on na interagao de uma protelna com outra protelna 
on com outra molecula em uma superflcie complementar, o 
numero de tais interagoes pode ser substancial. 

A maioria dos padroes estruturais resumidos neste capl- 
tulo reflete duas regras simples: (1) residues hidrofobicos 
estao basicamente escondidos no interior da protelna, lon- 
ge da agua, e (2) o numero de ligagoes de hidrogenio den¬ 
tro da protelna e maximizado, reduzindo assim o numero 
de grupos capazes de fazer ligagoes de hidrogenio e grupos 
ionicos que nao estao adequadamente pareados. As protel¬ 
nas de membrana (examinadas no Capltulo 11) e protel¬ 
nas intrinsecamente desordenadas on que tern segmentos 
intrinsecamente desordenados segnem regras diferentes. 
Isso reflete suas fungoes on ambientes especlficos, mas as 
interagoes fracas ainda sao elementos estruturais importan¬ 
tes. For exemplo, protelnas soluveis, mas com segmentos 
intrinsecamente desordenados, sao ricas em cadeias late- 
rais de aminoacidos carregados (especialmente Arg, Lys e 
Gin) on pequenos (Gly e Ala), gerando pouca on nenhuma 
oportunidade para formagao do nucleo hidrofobico estavel. 

A ligagao peptidica e ngida e planar 

d Arquitetura das protemas - Estrutura primaria As ligagoes cova- 
lentes tambem impoem importantes restrigoes na confor¬ 
magao de um polipeptldeo. No final de 1930, Linus Pauling 
e Robert Corey iniciaram uma serie de estudos que langa- 
ram os fundamentos do entendimento atual sobre estrutura 
de protelnas. Eles comegaram com uma cuidadosa analise 
da ligagao peptidica. 

Os carbonos a de residues adjacentes de aminoacidos 
sao separados por tres ligagoes covalentes, arranjados na 



Linus Pauling, 1901-1994 
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forma —C—N—C^. Estudos de difragao de raios X de 
cristais de aminoacidos e de dipeptideos e tripeptideos sim¬ 
ples mostraram que a ligagao peptidica C—N e de alguma 
forma mais curta que a ligagao C—N de uma amina simples, 
e que os atomos associados a ligagao peptidica sao planares. 
Isso indicava a ressonancia ou o compartilhamento parcial 
de dois pares de eletrons entre o oxigenio carbonllico e o 
nitrogenio da amida (Figura 4-2a). 0 oxigenio tern uma 
carga parcial negativa e o hidrogenio ligado ao nitrogenio 
tern uma carga llquida parcial positiva, formando um pe- 
queno dipolo eletrico. Os seis atomos do grupo peptidico 
estao em um unico piano, com o atomo de oxigenio do gru¬ 
po carbonllico trans ao atomo de hidrogenio do nitrogenio 
da amida. A partir destas observagoes, Pauling e Corey con- 
clulram que as ligagoes peptldicas C—N nao podem girar 
livremente, devido ao sen carater parcial de ligagao dupla. 
A rotagao e permitida ao redor das ligagoes N—e —C. 
0 esqueleto de uma cadeia polipeptldica pode, entao, ser 
descrito como uma serie de pianos rlgidos, com pianos con- 
secutivos compartilhando um ponto comum de rotagao no 
(Figura 4-2b). As ligagoes peptldicas rlgidas limitam a 
variagao de conformagoes posslveis para uma cadeia poli¬ 
peptldica. 


A conformagao da ligagao peptidica e definida por tres 
angulos diedros (tambem conhecidos como angulos de tor- 
gao), chamados de (/> (phi), ijj (psi) e co (omega), que refle- 
tem a rotagao sobre cada uma das tres ligagoes que se re- 
petem no esqueleto peptidico. Um angulo diedro e o angulo 
da intersecgao de dois pianos. No caso dos peptldeos, os 
pianos sao definidos pelos vetores das ligagoes do esqueleto 
peptidico. Dois vetores de ligagoes sucessivas descrevem 
um piano. Tres vetores de ligagoes sucessivas descrevem 
dois pianos (o vetor da ligagao central e comum a ambos; 
Figura 4-2c), e o angulo entre esses dois pianos e medido 
para descrever a conformagao da protelna. 

CONVEN^AO-CHAVE: Os angulos diedros importantes para um 
peptldeo sao definidos por tres vetores das ligagoes que 
conectam quatro atomos consecutivos da cadeia principal 
(esqueleto peptidico) (Figura 4-2c): (/> envolve as ligagoes 
C—N——C (com a rotagao ocorrendo entre a ligagao 
N—CJ, e ijj envolve as ligagoes N——C—N. Ambos, (/> 
e i//, sao definidos como ±180° quando o polipeptldeo esta 
completamente estendido e todos os grupos peptldicos es¬ 
tao no mesmo piano (Figura 4-2d). Quando se observa ao 
longo do vetor da ligagao central, na diregao da flecha do 
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FIGURA 4-2 O grupo peptidico planar, (a) Cada ligagao peptidica tern 
algum carater de ligagao dupla devido a ressonancia, e nao pode girar. Em- 
bora o atomo de N em uma ligagao peptidica seja sempre representado com 
uma carga positiva parcial, consideragoes cuidadosas dos orbitais de ligagao 
e dos mecanismos quanticos indicam que o N tern uma carga liquida neutra 
ou levemente negativa. (b)Tres ligagoes separam os carbonos a consecuti¬ 
vos em uma cadeia polipeptldica. As ligagoes N—e —C podem girar, 
sendo descritas pelos angulos diedros designados (j) eip, respectivamente. 
A ligagao peptidica C—N nao esta livre para rotagao. Outras ligagoes simples 
do esqueleto tambem podem estar rotacionalmente obstruidas, dependen- 
do do tamanho e da carga dos grupos R. (c) Atomos e pianos que definem if/. 
(d) Por convengao, cfyeijj sao iguais a 180° (ou -180°) quando o primeiro e o 
quarto atomos estao mais afastados e os peptideos estao totalmente esten- 
didos. Ao longo da ligagao que sofre rotagao (para qualquer um dos lados), 
os angulos (peip aumentam a medida que o quarto atomo gira no sentido 
horario em relagao ao primeiro. Algumas conformagoes mostradas aqui (p. 
ex., 0°) sao proibidas em uma proteina, devido a sobreposigao espacial dos 
atomos. De (b) ate (d), as esferas que representam os atomos sao menores 
do que os raios de van derWaals para esta escala. 
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vetor (como mostrado na Figura 4-2c para i//), os angulos 
diedros aumentam a medida que o atomo distal (quarto 
atomo) gira no sentido horario (Figura 4-2d). A partir das 
posigoes ±180°, o angulo diedro aumenta de -180° para 0°, 
o ponto no qual o primeiro e o quarto atomos estao eclipsa- 
dos. A rotagao pode continuar de 0° a +180° (mesma posi- 
gao que -180°) para retornar a estrutura ao ponto de parti- 
da. 0 terceiro angulo diedro, co, nem sempre e considerado. 
Ele envolve as ligagoes —C—N—C^. A ligagao central 
nesse caso e a ligagao peptidica, cuja rotagao e restrita. A 
ligagao peptidica esta, normalmente (99,6% do tempo), na 
conformagao trans, restringindo o to a um valor de ± 180°. 
Em um caso raro de ligagao peptidica cis^co = 0°. ■ 

A principio, (p eijj podem ter qualquer valor entre +180° 
e -180°, mas diversos valores sao proibidos por impedimen- 
to esterico entre os atomos do esqueleto polipeptidico e as 
cadeias laterals dos aminoacidos. A conformagao na qual 
ambos, (pep, sao 0° (Figura 4-2d) e proibida por esta razao: 
essa conformagao e apenas um ponto de referenda para a 
descrigao dos angulos diedros. Valores permitidos de cp e p 
tornam-se evidentes quando p e colocado em um grafico 
versus p, no diagrama de Ramachandran (Figura 4-3), 
introduzido por G. N. Ramachandran. Os diagramas de Ra¬ 
machandran sao ferramentas muito uteis e de uso frequen- 
te para testar a qualidade de estruturas tridimensionais de 
proteinas depositadas em bancos de dados internacionais. 



-180 -^- 

-180 0 +180 

p (graus) 

FIGURA 4-3 Diagrama de Ramachandran para residues i-Ala. A con¬ 
formagao dos peptideos e definida pelos valores de p e p. Conformagoes 
consideradas possiveis sao aquelas que envolvem pouco ou nenhum impe- 
dimento esterico, com base nos calculos dos raios de van der Waals conheci- 
dos e dos angulos diedros. As areas coloridas em azul-escuro representam as 
conformagoes que nao envolvem sobreposigao esterica se os raios de van der 
Waals de cada atomo estao modelados como esferas rigidas, e, portanto, sao 
totalmente permitidas; o azul medio indica as conformagoes permitidas, se 
for possivel a aproximagao dos atomos mais 0,1 nm, um leve choque; o azul- 
-claro indica as conformagoes que sao admitidas se for possivel uma pequena 
flexibilidade (poucos graus) no angulo diedro co que descreve a propria ligagao 
peptidica (geralmente presa a 180°). As regioes em branco sao conformagoes 
nao permitidas. A assimetria do diagrama e resultante da estereoquimica L dos 
residuos de aminoacidos. Os diagramas para outros residuos l com cadeias la- 
terais nao ramificadas sao quase identicos. Os limites permitidos para residuos 
ramificados como Val, He eThr sao um pouco menores do que para Ala. 0 resi¬ 
due Gly, que e estericamente menos impedido, apresenta um limite bem mais 
ample de conformagoes permitidas. 0 limite para os residuos Pro e muito mais 
restrito porque seu p e limitado entre -35°e -85° pela cadeia lateral ciclica. 


RESUMO 4.1 Visao geral sobre a estrutura das proteinas 

► Uma protelna tlplca geralmente tern uma ou mais es¬ 
truturas tridimensionais, ou conformagoes que refletem 
sua fungao. Algumas proteinas tern segmentos Intrlnse- 
camente desordenados. 

► A estrutura da protelna e establllzada em grande parte 
por multlplas Interagoes fracas. As Interagoes hldrofo- 
blcas, derlvadas do aumento da entropla da agua clr- 
cundante quando moleculas ou grupos apolares estao 
agrupados, sao os principals contrlbulntes para a es- 
tablllzagao da forma globular da malorla das proteinas 
soluvels; as Interagoes de van der Waals tambem con- 
trlbuem. As ligagoes de hldrogenlo e Interagoes lonlcas 
sao otlmlzadas nas estruturas termodlnamlcamente 
mais estavels. 

► Ligagoes covalentes nao peptldlcas, partlcularmente 11- 
gagoes dlssulfeto, sao Importantes na establllzagao da 
estrutura de algumas proteinas. 

► A natureza das ligagoes covalentes no esqueleto poll- 

peptldlco estabelece restrlgoes a estrutura. A ligagao 
peptidica tern um carater parclal de ligagao dupla, que 
mantem todo o grupo peptldlco de sels atomos em uma 
conflguragao planar rlglda. As ligagoes N—e —C 

podem glrar para deflnlr os angulos diedros pep, res- 
pectlvamente. 

► 0 diagrama de Ramachandran e uma descrigao visual 
das comblnagoes dos angulos diedros pep permitidos 
em um esqueleto peptldlco ou nao permitidos devldo a 
Impedlmentos esterlcos. 

4.2 Estrutura secundaria das proteinas 

0 termo estrutura secundaria se refere a qualquer seg- 
mento de uma cadeia pollpeptldlca e descreve o arranjo 
espaclal de seus atomos na cadeia principal, sem conslde- 
rar a poslgao de suas cadeias laterals ou sua relagao com 
outros segmentos. Uma estrutura secundaria comum ocor- 
re quando cada angulo diedro, pep, permanece Igual, ou 
quase Igual, ao longo do segmento. Exlstem alguns tlpos de 
estruturas secundarlas que sao partlcularmente estavels e 
ocorrem extensamente em proteinas. As mais conhecldas 
sao as helices a e as conformagoes j 8 ; outro tlpo comum e a 
volta j 8 . Quando um padrao regular nao e observado, a es¬ 
trutura secundaria algumas vezes e chamada de Indeflnlda 
ou esplral aleatorla. Esta ultima, entretanto, nao descreve 
adequadamente a estrutura desses segmentos. 0 curso da 
malorla dos esqueletos pollpeptldlcos em uma protelna tlpl¬ 
ca nao e aleatorlo; ele e altamente especlflco e Inalterado na 
estrutura e na fungao de uma protelna em particular. Aqul, 
a dlscussao se concentra nas estruturas mais comuns. 

A helice a e uma estrutura secundaria comum 
em proteinas 

d Arquitetura proteica - helice a Pauling e Corey sabiam da im- 
portancla das ligagoes de hldrogenlo na orlentagao de gru¬ 
pos polares como os grupos C=0 e N—H das ligagoes pep¬ 
tldlcas. Tambem conheclam os resultados experlmentals 
de William Astbury, que, em 1930, conduzlu estudos plo- 
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neiros de protemas com raios X. Astbury demonstrou que 
protemas que formam os cabelos e os espinhos do porco- 
-espinho (a protema fibrosa a-queratina) tern uma estrutu- 
ra regular que se repete a cada 5,15 a 5,2 A. (0 angstrom, 
A, em homenagem ao fisico Anders J. Angstrom, e igual a 
0,1 nm. Apesar de nao ser uma unidade do SI, ela e univer- 
salmente utilizada pelos biologos estruturais para descre- 
ver as distancias atomicas - e aproximadamente o tamanho 
de uma ligagao C—H comum.) Com essa informagao e sens 
dados sobre ligagao peptidica, e com a ajuda de modelos 
construidos de forma precisa, Pauling e Corey iniciaram a 
determinagao das conformagoes provaveis das moleculas 
de protemas. 

0 primeiro avango ocorreu em 1948. Pauling foi um pro¬ 
fessor visitante na Universidade de Oxford, ficou doente e 
se recolheu a sen apartamento por alguns dias para des- 
cansar. Entediado com a leitura disponivel, Pauling pegou 
alguns papeis e lapis para trabalhar em uma estrutura esta- 
vel plausivel que poderia ser adotada por uma cadeia poli- 
peptidica. 0 modelo que ele desenvolveu, confirmado mais 
tarde no trabalho com Corey e o colaborador Herman Bran¬ 
son, foi o arranjo mais simples que a cadeia polipeptidica 
pode assumir que maximiza o uso de ligagoes de hidrogenio 
internas. E uma estrutura helicoidal que Pauling e Corey 
chamaram de helice a (Figura 4-4). Nessa estrutura, o 
esqueleto polipeptidico e firmemente enrolado em torno de 
um eixo imaginario desenhado longitudinalmente no centro 


da helice, e os grupos R dos residuos de aminoacidos se 
projetam para fora do esqueleto helicoidal. A unidade que 
se repete forma uma volta de helice, que se estende por 
cerca de 5,4 A ao longo do eixo, levemente maior do que a 
periodicidade observada por Astbury na analise por raios X 
da queratina do cabelo. Os atomos do esqueleto dos resi¬ 
duos de aminoacidos em uma helice a tipica tern um grupo 
caracteristico de angulos diedros que definem a conforma- 
gao da helice a (Tabela 4-1), e cada volta de helice e forma- 
da por 3,6 residuos de aminoacidos. Os segmentos de helice 
a em proteinas normalmente se desviam um pouco desses 
angulos diedros, podendo ate variar dentro de um mesmo 
segmento, gerando curvaturas ou torgoes do eixo da heli¬ 
ce. Pauling e Corey consideraram as variantes da helice a 
voltadas tanto para direita quanto para esquerda. A eluci- 
dagao da estrutura tridimensional subsequente da helice a 
da mioglobina e de outras proteinas mostrou que a helice a 
voltada para direita e a forma comum (Quadro 4-1). As he¬ 
lices a estendidas voltadas para esquerda sao teoricamente 
menos estaveis e nao foram observadas em proteinas. A 
helice o: e a estrutura predominante nas a-queratinas. De 
forma geral, cerca de um quarto de todos os residuos de 
aminoacidos das proteinas e encontrado em helices a. A 
fragao exata varia muito de uma proteina para outra. 

Por que as helices a se formam mais facilmente do que 
qualquer outra conformagao possivel? A resposta encontra- 
-se, em parte, no uso otimizado das ligagoes de hidrogenio 
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FIGURA 4-4 Modelos de helice a, mostrando os diferentes aspectos 
de sua estrutura. (a) Modelo de esfera e bastao mostrando as ligagoes de 
hidrogenio internas da cadeia. A unidade que se repete forma uma volta da 
helice: 3,6 residuos. (b) Helice a vista de uma de suas extremidades, ao longo 
do eixo central (obtida a partir do PDB ID 4TNC). Observe as posigoes dos gru¬ 
pos R, representados pelas esferas roxas. Observe modelo de esfera e bastao, 
que ressalta o arranjo helicoidal, da uma falsa impressao de que a helice e oca, 
pois as esferas nao mostram os raios de van der Waals de cada um dos ato¬ 


mos. (c) Como este modelo de volume atomico mostra, os atomos no centro 
da helice a estao em contato estreito. (d) Projegao da rotagao helicoidal de 
uma helice a. Esta representagao e colorida para a identificagao de superficies 
com determinadas propriedades. Os residuos em amarelo, por exempio, po- 
dem ser hidrofobicos e fazer parte de uma interface entre a helice mostrada 
aqui e outra parte do mesmo ou de outro polipeptideo. Os residuos verme- 
Ihos (negativo) e azuis (positivo) ilustram o potencial de interagao de cadeias 
laterals de cargas opostas, separadas por dois residuos na helice. 
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TABELA4-1 


Angulos (peijj ideals para estruturas secundarias comuns 
em protemas 


Estrutura 



Helice a 

1 

o 

-47° 

Conformagao j8 

Antiparalela 

-139° 

+ 135° 

Paralela 

-119° 

+ 113° 

Tripla helice de colageno 

-51° 

+ 153° 

Volta j8 tipo 1 

i + 1* 

o 

O 

1 

o 

o 

i + 2* 

-90° 

0° 

Volta j8 tipo 11 

i + 1 

o 

O 

1 

+ 120° 

i + 2 

+80° 

0° 


Nota: Nas protemas reals, os angulos diedros frequentemente sao um pouco di- 
ferentes desses valores ideals. 

*Os angulos 1 + 1 e 1 + 2 sao aqueles para o segundo e terceiro reslduos de arai- 
noacidos na volta j8, respectivamente. 


internas. A estmtura e estabilizada por uma ligagao de hi- 
drogenio entre o atomo de hidrogenio ligado ao atomo de 
nitrogenio eletronegativo de uma ligagao peptidica e o ato¬ 
mo de oxigenio eletronegativo da carbonila do quarto ami- 
noacido no lado aminoterminal da ligagao peptidica (Figura 
4-4a). Na helice a, cada ligagao peptidica (exceto aquelas 
proximas as extremidades da helice a) participa de tais li- 
gagoes de hidrogenio. Cada volta sucessiva da helice a e 
mantida por voltas adjacentes por tres ou quatro ligagoes 
de hidrogenio, conferindo uma significativa estabilidade 
a estrutura global. Nas extremidades de um segmento a- 
-helicoidal, sempre ha tres ou quatro grupos carbonila ou 
amino que nao podem participar desse padrao helicoidal de 
ligagoes de hidrogenio. Esses podem estar expostos ao sol- 
vente circundante, onde suas ligagoes de hidrogenio com 


a agua ou com outras partes da proteina podem proteger a 
helice e proporcionar os parceiros necessarios para a liga¬ 
gao de hidrogenio. 

Outros experimentos mostraram que uma helice a pode 
ser formada em polipeptideos constituidos de l ou D-ami- 
noacidos. Entretanto, todos os residuos devem ser de um 
mesmo estereoisomero; um D-aminoacido ira romper a es¬ 
trutura regular formada por L-aminoacidos, e vice-versa. A 
forma mais estavel de uma helice a de D-aminoacidos e a 
voltada para a esquerda. 

PROBLEMA RESOLVIDO 4-1 Estrutura secundaria e dimensdes 

de uma protema 


Qual e o comprimento de uma cadeia polipeptidica de 80 
residuos de aminoacidos em uma unica helice a? 


Solu^ao: Uma helice a ideal tern 3,6 residuos por volta, e o 
avango ao longo do eixo helicoidal e de 5,4 A. Portanto, o 
avango sobre o eixo, para cada residue de aminoacido, e de 
1,5 A. 0 comprimento do peptideo e, portanto, 80 residuos 
X 1,5 A/residuo = 120 A. 


A sequencia de aminoacidos afeta a estabilidade 
da helice a 

Nem todos os polipeptideos podem formar uma helice cx 
estavel. Cada residue de aminoacido em um polipeptideo 
tern uma propensao intrinseca de formar uma helice a 
(Tabela 4-2), consequencia das propriedades de seu gru- 
po R e como elas interferem na capacidade de sens ato- 
mos de conexao da cadeia principal em aceitar os angulos 
(j) e ip caracteristicos. A alanina apresenta a melhor ten- 
dencia a formar helices cx na maioria dos sistemas-modelo 
experimentais. 

A posigao de um residue de aminoacido em relagao a 
sens vizinhos tambem e importante. Interagoes entre ca- 
deias laterais dos aminoacidos podem estabilizar ou deses- 
tabilizar a estrutura a-helicoidal. Por exemplo, se uma ca¬ 
deia polipeptidica possui uma longa sequencia de residuos 




METODOS 


Distin^ao entre o giro para a direita e o giro para a esquerda 


Existe um metodo simples para determinar se uma es¬ 
trutura helicoidal gira para a direita ou para a esquerda. 
Faga uma associagao com suas duas maos, com os pole- 
gares esticados, apontando para longe de voce. Olhando 
para a sua mao direita, pense em uma helice se enrolando 
ao longo de seu polegar direito, na diregao dos sens ou¬ 
tros dedos, dobrados conforme mostrado na figura (sen- 
tido horario). A helice resultante gira para a direita. Sua 
mao esquerda representara uma helice que gira para a 
esquerda no sentido anti-horario a medida que se enrola 
em seu polegar. 


Helice com giro 
para a esquerda 



Helice com giro 
para a direita 
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TABELA4-2 


Tendencia dos residues de aminoacidos em assumir a 
conforma^aodeheliceo: 


Aminoacido 

AAG” 

(kJ/mol)* 

Aminoacido 

AA6° 

(kJ/moD* 

Ala 

0 

Leu 

0,79 

Arg 

0,3 

Lys 

0,63 

Asn 

3 

Met 

0,88 

Asp 

2,5 

Phe 

2,0 

Cys 

3 

Pro 

>4 

Gin 

1,3 

Ser 

2,2 

Glu 

1,4 

Thr 

2,4 

Gly 

4,6 

Tyr 

2,0 

His 

2,6 

Trp 

2,0 

He 

1,4 

Val 

2,1 


Fontes: Dados (exceto para a prolina) de Bryson, J.W., Betz, S.F., Lu, H.S., 
Suich, D.J., Zhou, H.X., O’Neil, K.T. e DeGrado, W.F. (1995) Protein design: a 
hierarchic approach. Science 270 , 935. Dados sobre a prolina de Myers, J.K., 
Pace, C.N. e Scholtz, J.M. (1997) Helix propensities are identical in proteins and 
Biochemistry 36 , 10, 926. 

e a diferenga de variagao de energia livre, relativa aquela para a alanina, 
necessaria para que os residuos de aminoacidos assumam a conformagao em he- 
lice a. Valores maiores refletem uma grande dificuldade para assumir a confor¬ 
magao em helice. 0 conjunto de dados e derivado de multiples experimentos e 
sistemas experimentais. 


Glu, esse segmento da cadeia nao ira formar uma helice 
a em pH 7,0. Os gmpos carboxilicos, carregados negati- 
vamente, dos residuos Glu adjacentes repelem-se mutua- 
mente de forma tao forte que impedem a formagao da heli¬ 
ce a. Pela mesma razao, se existem muitos residuos Lys e/ 
ou Arg, com grupos R carregados positivamente em pH 7,0, 
eles tambem se repelem, impedindo a formagao da helice a. 
0 volume e a forma dos residuos Asn, Ser, Thr e Cys tam¬ 
bem podem desestabilizar uma helice a se estiverem muito 
proximos na cadeia. 

A torgao de uma helice garante que ocorram interagoes 
criticas entre a cadeia lateral de um aminoacido e a cadeia 
lateral do terceiro (as vezes quarto) residue adiante, para 
ambos os lados da helice. Isso fica claro quando a helice 
a e representada como roda helicoidal (Figura 4-4d). Os 
aminoacidos carregados positivamente costumam ser en- 
contrados a tres residuos de distancia dos aminoacidos car¬ 
regados negativamente, possibilitando a formagao de pares 
ionicos. Dois aminoacidos aromaticos com frequencia sao 
espagados de forma semelhante, resultando em uma inte- 
ragao hidrofobica. 

Uma restrigao a formagao da helice a e a presenga de 
residuos de Pro e Gly, que apresentam a menor propen- 
sao em formar helices a. Na prolina, o atomo de nitro- 
genio faz parte de um anel rigido (ver Figura 4-8), e a 
rotagao sobre a ligagao N—nao e possivel. Dessa for¬ 
ma, um residuo Pro gera uma torgao, que desestabiliza 
a helice. Alem disso, o atomo de nitrogenio do residuo 
Pro em uma ligagao peptidica nao tern hidrogenio para 
participar em ligagoes com outros residuos. Por essas ra- 
zoes, a prolina raramente e encontrada em uma helice cx. 
A glicina com frequencia nao ocorre em helices por outro 


motivo: ela apresenta maior flexibilidade conformacional 
do que os outros aminoacidos. Polimeros de glicina ten- 
dem a formar estruturas espiraladas bem diferentes de 
uma helice a. 

Um ultimo fator que afeta a estabilidade de uma helice 
a e a identidade dos residuos de aminoacido proximos as 
extremidades do segmento a-helicoidal do polipeptideo. 
Existe um pequeno dipolo eletrico em cada ligagao pepti¬ 
dica (Figura 4-2a). Esses dipolos estao alinhados atraves 
das ligagoes de hidrogenio da helice, resultando em um 
dipolo livre ao longo do eixo helicoidal que aumenta com 
o comprimento da helice (Figura 4-5) . As cargas parcial- 
mente positivas e negativas do dipolo da helice ocorrem nos 
grupos amino e carbonil proximos as extremidades amino 
e carboxiterminal, respectivamente. Por isso, aminoacidos 
carregados negativamente costumam ser encontrados pro¬ 
ximos a extremidade aminoterminal do segmento helicoi¬ 
dal, onde apresentam interagoes estabilizantes com a carga 
positiva do dipolo da helice; um aminoacido positivamente 
carregado na extremidade aminoterminal desestabilizaria o 
sistema. 0 oposto e verdade para a extremidade carboxiter¬ 
minal do segmento helicoidal. 

Resumindo, cinco tipos de restrigoes influenciam a esta¬ 
bilidade de uma helice a: (1) a tendencia intrinseca de um 
residuo de aminoacido de formar uma helice a; (2) as inte¬ 
ragoes entre os grupos R, especialmente aqueles espagados 
por tres (ou quatro) aminoacidos; (3) os volumes de grupos 
R adjacentes; (4) a ocorrencia de residuos Pro e Gly; e (5) 
interagoes entre os residuos de aminoacidos das extremi¬ 
dades do segmento helicoidal e o dipolo eletrico inerente 
da helice a. A tendencia de um determinado segmento de 
uma cadeia polipeptidica de formar uma helice a depende, 
portanto, da identidade e da sequencia de residuos de ami¬ 
noacidos do segmento. 


Extremidade 



carboxiterminal 


FIGURA 4-5 Dipolo da helice. 0 dipolo ele¬ 
trico da ligagao peptidica (ver Figura 4-2a) e 
transmitido ao longo do segmento a-helicoidal 
pelas ligagoes de hidrogenio intracadeia, resul¬ 
tando em um dipolo da helice. Nesta ilustragao, 
os componentes amino e carbonil de cada liga¬ 
gao peptidica estao indicados com os simbolos 
+ e respectivamente. Os componentes amino 
e carbonil das ligagoes peptidicas proximas as 
extremidades da regiao a-helicoidal, que nao 
participam de ligagoes de hidrogenio, estao cir- 
culados e mostrados em cores. 
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As conforma^des p organizam as cadeias polipepti'dicas 
em forma defolha 

d Arquitetura proteica - folha /3 Em 1951, Pauling e Corey re- 
conheceram um segundo tipo de estmtura recorrente, a 
conforma^ao p. Essa e uma conformagao mais estendida 
das cadeias polipeptidicas, e sua estmtura e de novo defini- 
da pelos esqueletos dos atomos arranjados de acordo com 
grupo caracteristico de angulos diedro (Tabela 4-1). Na 
conformagao j8, o esqueleto da cadeia polipeptidica esta es- 
tendido em forma de zigue-zague, em vez de em estrutura 
helicoidal (Figura 4-6). 0 arranjo de varies segmentos lado 
a lado, os quais estao na conformagao j8, e chamado de fo¬ 
lha p. A estrutura em zigue-zague dos segmentos polipep- 
tidicos individuais da origem a uma aparencia pregueada da 
folha em geral. As ligagoes de hidrogenio sao formadas en- 
tre segmentos adjacentes da cadeia polipeptidica, dentro 
da folha. Os segmentos que formam a folha p normalmente 
estao proximos na cadeia polipeptidica, mas tambem po- 
dem estar bem distantes uns dos outros na sequencia linear 



(abaixo) 

(b) Folha p antiparalela 



6,5 A 


FIGURA 4-6 A conformagao p das cadeias polipeptidicas. Estas visoes 
(a) lateral e (b,c) superior mostram os grupos R saindo do piano da folha p 
e enfatizam a forma pregueada formada pelos pianos das ligagoes peptidicas. 
(Um nome alternative para esta estrutura e folha p pregueada.) As ligagoes de 
hidrogenio entre as cadeias adjacentes tambem sao mostradas. A orientagao 
das cadeias adjacentes (setas), do aminoterminal para carboxiterminal, pode ser 
a mesma ou oposta, formando (b) folhas p antiparalelas ou (c) folhas p paralelas. 


do polipeptideo; eles podem ate estar em cadeias polipepti¬ 
dicas diferentes. Os grupos R dos aminoacidos adjacentes 
se projetam da estrutura em zigue-zague em diregoes opos- 
tas, criando um padrao alternado que pode ser observado 
na visao lateral da Figura 4-6. 

As cadeias polipeptidicas adjacentes em uma folha p 
podem ser tanto paralelas quanto antiparalelas (apresen- 
tando uma orientagao aminocarboxiterminal igual ou opos¬ 
ta, respectivamente). As estruturas sao, de alguma forma, 
semelhantes, apesar de o periodo de repetigao ser menor 
na conformagao paralela (6,5 A, versus 7 A para a antipara¬ 
lela) e o padrao das ligagoes de hidrogenio ser diferente. As 
ligagoes de hidrogenio intersegmentos sao alinhadas (ver 
Figura 2-5) na folha p antiparalela, enquanto elas sao dis- 
torcidas ou nao alinhadas na variante paralela. As estrutu¬ 
ras ideals exibem os angulos de ligagao dados na Tabela 4-1; 
esses valores variam um pouco nas proteinas verdadeiras, 
resultando em uma variagao estrutural, conforme visto an- 
teriormente para as helices a. 

Voltas p sao comuns em protemas 

d Arquitetura proteica - voltas /3 Em protemas globulares, que 
apresentam estrutura dobrada compacta, alguns residues de 
aminoacidos estao em voltas ou algas onde a cadeia polipep¬ 
tidica inverte sua diregao (Figura 4-7). Esses sao elemen- 
tos conectores que ligam estruturas sucessivas de helices a 
e conformagoes p. As voltas p sao particularmente comuns 
e conectam as extremidades de dois segmentos adjacentes 
de uma folha p antiparalela. A estrutura e uma volta de 180° 
que envolve quatro residues de aminoacidos, com o oxigenio 
carbonilico do primeiro residue formando uma ligagao de hi¬ 
drogenio com o hidrogenio do grupo amino do quarto resi¬ 
due. Os grupos peptidicos dos dois residues centrals nao 
participam de nenhuma ligagao de hidrogenio inter-residu- 
os. Varies tipos de voltas p tern side descritas, cada uma de- 
finida pelos angulos (/> e i// das ligagoes que ligam os quatro 
residues de aminoacidos que formam a volta em particular 
(Tabela 4-1). Os residues Gly e Pro frequentemente ocor- 
rem em voltas P; o primeiro porque e pequeno e flexivel, e o 
ultimo porque as ligagoes peptidicas envolvendo o nitroge- 
nio imino da prolina facilmente assumem configuragao cis 
(Figura 4-8) , forma particularmente acessivel em uma vol¬ 
ta fechada. Os dois tipos de voltas p, mostrados na Figura 
4-7, sao os mais comuns. As voltas normalmente sao encon- 
tradas proximas a superficie das proteinas, onde os grupos 
peptidicos dos dois residues de aminoacidos centrals da alga 
podem fazer ligagao de hidrogenio com a agua. Muito menos 
comum e a volta y, uma volta com tres residues e ligagao de 
hidrogenio entre o primeiro e o terceiro residue. 

Estruturas secundarias comuns tern angulos diedros 
caracten'sticos 

As helices a e as conformagoes p sao as principals estru¬ 
turas secundarias que se repetem em um grande numero 
de proteinas, apesar de existirem outras estruturas que se 
repetem em algumas proteinas especializadas (um exem- 
plo e o colageno; ver Figura 4-13). Cada tipo de estrutura 
secundaria pode ser completamente descrito pelos angu¬ 
los diedros (/> e i//, associados a cada residue. Como mos- 
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Volta (3 tipo I 


trado no diagrama de Ramachandran, os angulos diedros 
que definem a helice a e a conformagao (3 se encontram 
em uma regiao restrita de estmturas estericamente permi- 
tidas (Figura 4-9a) . A maioria dos valores de (/> e i// obtides 
de estmturas de protemas conhecidas cai nas regioes es- 
peradas, com alta concentragao proximo aos valores predi- 
tos para as helices a e as conformagoes /B (Figura 4-9b). 0 
unico residue de aminoacido normalmente encontrado fora 
dessas regioes e a glicina. Como sua cadeia lateral e peque- 
na, o residue Gly pode assumir diversas conformagoes este¬ 
ricamente proibidas para os demais aminoacidos. 

As estmturas secundarias comuns podem ser 
identificadas por dicroismo circular 

Qualquer forma de assimetria estrutural em uma molecula 
leva a diferengas de absorgao da luz circularmente polari- 



Volta p tipo II 


FIGURA 4-7 Estruturas de voltas j8. Voltas (3 dos tipos I e II sao as mais 
comuns; distinguem-se pelos angulos (peip adotados pelo esqueleto pep- 
tidico na volta (verTabela 4-1). As voltas do tipo I ocorrem duas vezes mais 
do que as voltas do tipo II. As voltas (3 do tipo II normalmente possuem uma 
Gly como terceiro residue. Observe a ligaqao de hidrogenio entre os grupos 
peptidicos do primeiro e do quarto residues da volta. (Cada urn dos residues 
de aminoacidos esta identificado por grandes circulos azuis. Nem todos os 
atomos de H estao mostrados.) 



FolhasjS Helice tripla 




-120 - 

-180 - f • • » -^- 

-180 0 +180 

(b) cf) (graus) 


trans cis 

Isomeros de prolina 

FIGURA 4-8 Isdmeros trans e c/s de uma liga^ao peptidica envolven- 
do o nitrogenio imino da prolina. Das ligaqoes peptidicas entre residues 
de aminoacidos que nao Pro, mais de 99,95% estao na configuraqao trons. 
Para as ligaqoes peptidicas envolvendo o nitrogenio imino da prolina, no 
entanto, cerca de 6% estao na configuraqao c/s; muitas delas ocorrem em 
voltas (3. 


FIGURA 4-9 Diagrama de Ramachandran mostrando uma variedade 
de estruturas. (a) Os valores de c^ e i// de varias estruturas secundarias per- 
mitidas estao sobrepostos no diagrama da Figura 4-3. Apesar de as helices a 
de sentido anti-horario com varies residues de aminoacidos serem teorica- 
mente permitidas, elas nao tern side observadas em proteinas. (b) Os valores 
de e i// para todos os aminoacidos, exceto Gly, da enzima piruvato-cinase 
(isolada de coelho) estao sobrepostos no diagrama das conformagoes teo- 
ricamente permitidas (Figura 4-3). Os pequenos e flexiveis residues de Gly 
foram excluidos, pois em geral caem fora da regiao esperada (em azul). 
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zada para a esquerda em relagao a direita. A medida desta 
diferenga e chamada de espectroscopia de dicroismo cir¬ 
cular (CD, de circular dichroism). Uma estrutura ordena- 
da, como de uma protema dobrada, resulta em um espectro 
de absorgao que pode ter picos ou regioes com valores tanto 
positivos, quanto negativos. Para protemas, os espectros sao 
obtidos na regiao de UV distante (190 a 250 nm). A entida- 
de que absorve luz, ou cromoforo, nessa regiao e a ligagao 
peptidica; um sinal e obtido quando esta ligagao peptidica 
esta em um ambiente dobrado. A diferenga em coeficiente 
de extingao molar (ver Quadro 3-1) para a luz circularmente 
polarizada para a esquerda e para a direita QAs') e colocada 
no grafico em fungao do comprimento de onda. As helices 
a e as conformagoes (5 tern espectros de CD caracteristicos 
(Figura 4-10). Com o espectro de CD, os bioquimicos po- 
dem determinar se as protemas estao dobradas corretamen- 
te, estimar a fragao da protema que assume qualquer uma 
das duas estruturas secundarias comuns e monitorar as tran- 
sigoes entre os estados dobrados e nao dobrados. 

RESUMO 4.2 Estrutura secundaria das protemas 

► Estrutura secundaria e o arranjo espacial dos atomos da 
cadeia principal em um determinado segmento da ca- 
deia polipeptidica. 

► As estruturas secundarias regulares mais comuns sao as 
helices a, as conformagoes /3 e as voltas j8. 

► A estrutura secundaria de um segmento polipeptidico 
pode ser completamente definida se seus angulos (/> e i// 
sao conhecidos para todos os aminoacidos do segmento. 

► A espectroscopia de dicroismo circular e um metodo 
para a identificagao das estruturas secundarias comuns 
e o monitoramento do enovelamento das protemas. 



Comprimento de onda (nm) 

FIGURA 4-10 Espectroscopia de dicroismo circular (CD). Este espec¬ 
tro mostra a polilisina inteiramente como helice a, como conformapao jS 
ou desnaturada, espiral aleatoria. A unidade do eixo y e uma simplificapao 
das unidades comumente utilizadas nos experimentos de CD. Como as cur- 
vas sao diferentes para as helices a, as conformapoes jS e a desnaturada, o 
espectro de CD fornece a determinada proteina uma estimativa da frapao 
da proteina, formada pelas duas estruturas secundarias mais comuns. 0 es¬ 
pectro de CD da proteina nativa pode servir como referencia para o estado 
enovelado, e e util no monitoramento da desnaturapao, ou de mudanpas 
conformacionais resultantes de alterapoes nas condipoes de solupao. 


4.3 Estruturas terciaria e quaternaria 
das protemas 

d Arquitetura proteica - Introdu^ao da estrutura terciaria O arranjo 

tridimensional total de todos os atomos de uma protema e 
chamado de estrutura terciaria. Enquanto o termo “es¬ 
trutura secundaria” se refere ao arranjo espacial dos resi- 
duos de aminoacidos adjacentes em um segmento polipep¬ 
tidico, a estrutura terciaria inclui aspectos de alcance mais 
longo da sequencia de aminoacidos. Aminoacidos que estao 
bem distantes na sequencia polipeptidica e em diferentes 
tipos de estruturas secundarias podem interagir na estrutu¬ 
ra da proteina completamente dobrada. A localizagao das 
curvaturas (incluindo as voltas /3) nas cadeias polipeptidi- 
cas e sua diregao e seu angulo sao determinados pelo nu- 
mero e pela localizagao de residues especificos que tendem 
a forma-las, como Pro, Thr, Ser e Gly. Segmentos da cadeia 
polipeptidica que interagem entre si sao mantidos em suas 
posigoes terciarias caracteristicas per diferentes tipos de 
interagoes fracas (e algumas vezes per ligagoes covalentes, 
como ligagoes dissulfeto) entre os segmentos. 

Algumas proteinas contem duas ou mais cadeias poli- 
peptidicas distintas, ou subunidades, que podem ser iden- 
ticas ou diferentes. 0 arranjo destas subunidades proteicas 
em complexes tridimensionais constitui a estrutura qua¬ 
ternaria. 

Considerando esses niveis mais altos de estrutura, e 
conveniente designar dois grandes grupos nos quais mui- 
tas proteinas podem ser classificadas: protemas fibrosas, 
com cadeias polipeptidicas arranjadas em longos filamen- 
tos ou folhas, e protemas globulares, com cadeias poli¬ 
peptidicas dobradas em forma esferica ou globular. Os dois 
grupos sao estruturalmente distintos. As proteinas fibrosas 
em geral sao formadas por um unico tipo de estrutura se¬ 
cundaria, e sua estrutura terciaria e relativamente simples. 
As proteinas globulares normalmente contem diversos tipos 
de estruturas secundarias. Os dois grupos tambem se di- 
ferenciam funcionalmente: as estruturas que garantem su- 
porte, forma e protegao externa aos vertebrados sao feitas 
de proteinas fibrosas, enquanto as enzimas e as proteinas 
reguladoras em sua maioria sao proteinas globulares. 

As proteinas fibrosas sao adaptadas as 
fun^des estruturais 

^ Arquitetura proteica - Estrutura terciaria da protema fibrosa A 

a-queratina, o colageno e a fibroina da seda ilustram bem a 
relagao entre a estrutura da proteina e sua fungao biologica 
(Tabela 4-3). As proteinas fibrosas compartilham proprie- 
dades que dao forga e/ou flexibilidade as estruturas nas 
quais ocorrem. Em cada caso, a unidade estrutural funda¬ 
mental e um elemento simples de estrutura secundaria que 
se repete. Todas as proteinas fibrosas sao insoluveis em 
agua, propriedade conferida pela alta concentragao de resi¬ 
dues de aminoacidos hidrofobicos tanto no interior quanto 
na superficie da proteina. Essas superficies hidrofobicas es¬ 
tao em grande parte escondidas, visto que muitas cadeias 
polipeptidicas similares sao reunidas formando um comple- 
xo supramolecular. A simplicidade estrutural das proteinas 
fibrosas as torna particularmente interessantes para ilus- 
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trar alguns dos principios fundamentais da estmtura protei- Helice a de queratina- 

ca discutidos anteriormente. 


a-Queratina As a-queratinas foram desenvoMdas para for- 
ga. Encontradas somente em mamiferos, essas protemas 
constituem praticamente todo o peso seco de cabelos, pe- 
los, unhas, garras, penas, chifres, cascos e grande parte da 
camada mais externa da pele. As a-queratinas fazem parte 
de uma familia mais ampla de protemas chamadas de pro¬ 
temas de filamento intermediario (FI). Outras protemas FI 
sao encontradas no citoesqueleto de celulas animais. Todas 
as protemas FI tern fungao estrutural e compartilham das 
caracteristicas estruturais das a-queratinas. 

A helice da a-queratina e uma helice a voltada para a 
direita, a mesma helice encontrada em varias outras protei- 
nas. Francis Crick e Linus Pauling, no inicio de 1950, su- 
geriram, independentemente, que as helices a da querati¬ 
na estavam arranjadas na forma de espiral enrolada. Duas 
fibras de a-queratina, orientadas em paralelo (com sens 
aminoterminais na mesma extremidade), sao enroladas uma 
sobre a outra, formando uma espiral enrolada supertorcida. 
A supertorgao amplifica a forga da estmtura como um todo, 
assim como as fibras sao trangadas para formar uma corda 
forte (Figura 4-11). A torgao do eixo de uma helice a para 
formar uma espiral enrolada explica a discrepancia entre os 
5,4 A por volta preditos por Pauling e Corey, e as estrutu- 
ras repetidas a cada 5,15 a 5,2 A observadas na difragao de 
raios X do cabelo (p. 120). 0 sentido da helice das estrutu- 
ras supertorcidas e anti-horario, oposto ao da helice a. As 
superficies onde as duas helices a se tocam sao formadas 
por residuos de aminoacidos hidrofobicos, e seus grupos R 
se entrelagam em um padrao regular interconectado. Isso 
permite um arranjo proximo das cadeias polipeptidicas den- 
tro da estrutura supertorcida no sentido anti-horario. Nao e 
surpresa, portanto, que a u-queratina seja rica em residuos 
hidrofobicos Ala, Val, Leu, He, Met e Phe. 

Um polipeptideo na u-queratina com as cadeias em espi¬ 
ral enrolada tern uma estrutura terciaria relativamente sim¬ 
ples, dominada por uma estrutura secundaria u-helicoidal, 
com seu eixo enrolado em uma super-helice anti-horaria. 0 
entrelagamento de dois peptideos u-helicoidais e um exem- 
plo de estrutura quaternaria. Espirais enroladas desse tipo 
sao elementos estruturais comuns em proteinas filamentosas 
e na proteina muscular miosina (ver Figura 5-27). A estrutu¬ 
ra quaternaria da u-queratina pode ser bem complexa. Varias 
espirais enroladas podem ser associadas em grandes comple¬ 
xes supramoleculares, como o arranjo da u-queratina para 
formar o filamento intermediario do cabelo (Figura 4-1 lb). 

A resistencia das proteinas fibrosas e aumentada pe- 
las ligagoes covalentes entre as cadeias polipeptidicas nas 
“cordas” multi-helicoidais e entre cadeias adjacentes em 
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FIGURA 4-11 Estrutura do cabelo. (a) A a-queratina do cabelo e uma 
longa helice a com elementos mais densos proximos as extremidades ami¬ 
no e carboxiterminais. Os pares destas helices sao enrolados em um sentido 
anti-horario para formar as duas cadeias em espiral enrolada. Estas, por sua 
vez, se combinam em estruturas mais complexas, chamadas de protofila- 
mentos e protofibrilas. Cerca de quatro protofibrilas - 32 moleculas de a- 
-queratina ao todo - se combinam para formar um filamento intermediario. 
As duas cadeias em espiral enrolada das varias subestruturas tambem pare- 
cem estar entrelaqadas, mas a orientaqao destas torqoes e outros detalhes 
estruturais nao sao conhecidos. (b) 0 cabelo e um conjunto de filamentos 
de a-queratina, formado pelas subestruturas mostradas em (a). 


um arranjo supramolecular. Nas u-queratinas, as ligagoes 
entre as cadeias que estabilizam a estrutura quaternaria 
sao ligagoes dissulfeto (Quadro 4-2). Nas u-queratinas mais 


TABELA4-3 


Estrutura secundaria e propriedades de algumas protemas fibrosas 


Estrutura 

Caracteristicas 

Exemplos de ocorrencia 

Helices a, ligadas por ligagoes 
dissulfeto 

Estruturas de protegao insoluveis e resisteutes, com dureza 
e flexibilidade variaveis 

a-Queratina de cabelos, penas, unhas 

Conformagao p 

Filamentos macios e flexiveis 

Fibromas de seda 

Helice tripla de colageno 

Grande resistencia a tragao, sem elasticidade 

Colageno de tendoes, matriz ossea 
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QUADRO 4-2 Ondula^ao permanente e engenharia bioquimica 


Quando os cabelos sao expostos ao calor umido, eles po- 
dem ser esticados. No nivel molecular, as helices a da 
a-queratina do cabelo sao esticadas ate que cheguem a 
uma conformagao /3 completamente estendida. Com o res- 
friamento espontaneo, elas retornam para a conformagao 
a-helicoidal. A “esticabilidade” caracteristica das a-que- 
ratinas e suas inumeras ligagoes dissulfeto constituem a 
base dos processes da ondulagao permanente. Os cabelos 
que serao cacheados ou encrespados sao inicialmente en- 
rolados ao redor de uma forma com um formate adequa- 
do. Uma solugao de um agente redutor, normalmente um 
composto contendo um grupo tiol ou sulfidril (—SH), e 
entao aplicada com calor. 0 agente redutor rompe as liga¬ 
goes transversais pela redugao de cada ligagao dissulfeto 
em dois residues Cys. 0 calor umido quebra as ligagoes de 
hidrogenio e provoca o desenrolamento da estrutura da 
cadeia polipeptidica. Depois de um tempo, a solugao redu- 
tora e removida, e um agente oxidante e adicionado para 
fazer novas ligagoes dissulfeto entre pares de residues 
Cys de cadeias adjacentes, mas nao dos mesmos pares de 
antes do tratamento. Depois do cabelo lavado e resfria- 
do, as cadeias polipeptidicas voltam a sua conformagao 


helicoidal. As fibras do cabelo agora enrolam da forma 
desejada porque as novas ligagoes dissulfeto transversais 
exercem uma torgao ou rotagao sobre os feixes de helices 
das fibras. 0 mesmo processo pode ser usado para o alisa- 
mento dos cabelos naturalmente crespos. Um alisamento 
permanente de cabelo nao e permanente de fate, pois o 
cabelo cresce; e no cabelo novo que substituira o antigo, 
a a-queratina tern o padrao natural de ligagoes dissulfeto. 



duras e resistentes, como as dos chifres dos rinocerontes, 
ate 18% dos residuos sao cisteinas envoMdas em ligagoes 
dissulfeto. 

Colageno Assim como as a-queratinas, o colageno evoluiu 
para garantir resistencia. Ele e encontrado nos tecidos co- 
nectivos como os tendoes, as cartilagens, a matriz organi- 
ca dos ossos e na cornea dos olhos. A helice de colageno e 
uma estrutura secundaria unica, bem diferente da helice a. 
Ela gira para esquerda e tern tres residuos de aminoacidos 
por volta (Figura 4-12 e Tabela 4-1). 0 colageno tambem 
e uma espiral enrolada, mas com estruturas terciaria e qua- 
ternaria distintas: tres polipeptideos separados, chamados 
de cadeias a (nao confundir com helices a ), sao supertor- 
cidos uns sobre os outros (Figura 4-12c). No colageno, a 
torgao super-helicoidal tern sentido horario, oposto ao da 
helice anti-horaria das cadeias a. 

Existem varies tipos de colagenos nos vertebrados. 
Normalmente, eles contem em torno de 35% de Gly, 11% 
de Ala e 21% de Pro e 4-Hyp (4-hidroxiprolina, um amino- 
acido incomum; ver Figura 3-8a). A gelatina comestivel e 
derivada do colageno. Tern baixo poder nutricional como 
proteina, pois o colageno tern uma quantidade muito baixa 
dos aminoacidos essenciais a dieta humana. 0 conteudo de 
aminoacidos incomuns do colageno esta relacionado com 
as restrigoes estruturais unicas de sua helice. A sequencia 
de aminoacidos no colageno geralmente e uma repetigao de 
uma unidade tripeptidica, Gly-X-Y, onde X normalmente e 
uma Pro e Y em geral e uma 4-Hyp. Somente os residuos 
Gly podem ser acomodados nas jungoes muito apertadas 
entre as cadeias a individuais (Figura 4-12d). Os residuos 
Pro e 4-Hyp permitem a torgao acentuada da helice do co¬ 
lageno. A sequencia de aminoacidos e a estrutura quaterna- 
ria supertorcida do colageno permitem uma compactagao 



FIGURA 4-12 Estrutura do colageno. (Obtida do PDB ID 1CGD.) (a) A ca¬ 
deia a do colageno tern uma estrutura secundaria repetitiva que e unica des- 
ta proteina. A sequencia tripeptidica que se repete Gly-X-Pro ou Gly-X-4-Hyp 
adota uma estrutura helicoidal anti-horaria com tres residuos por volta. A 
sequencia repetida para gerar este modelo e a Gly-Pro-4-Hyp. (b) Modelo de 
volume atomico da mesma cadeia a. (c)Tres destas helices (mostradas aqui 
em cinza, azul e roxo) se enrolam uma sobre as outras, no sentido horario. (d) 
A super-helice de colageno formada por tres cadeias, mostrada a partir de 
uma das extremidades, esta representada em um modelo de esfera e bastao. 
Os residuos de Gly sao mostrados em vermelho. A glicina, por ser pequena, 
e necessaria para uma junqao firme na regiao onde as tres cadeias estao em 
contato. As esferas nesta ilustraqao nao representam os raios de van derWa- 
als dos atomos individuais. 0 centro da super-helice de tres cadeias nao e 
oco, como aparece aqui, mas sim firmemente compacto. 


muito justa de seus tres polipeptideos. A 4-hidroxiprolina 
tern um papel importante na estrutura do colageno - e na 
historia do ser humano (Quadro 4-3). 
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MEDICINA 


Por que marinheiros, exploradores e universitarios devem comer frutas e 
vegeta is frescos 


por um azar, junto com a insalubridade do pais, onde 
nunca cai uma gota de chuva, fomos acometidos pela 
“doenga”, que era tal que toda a came de nossos bragos 
murchou, e a pele de nossas pernas ficou com manchas 
escuras, com pedagos bolorentos, como uma bota velha; 
e uma came esponjosa surgiu nas gengivas daqueles 
que pegaram a doenga, e ninguem escapou dela, indo 
direto para as garras da morte. 0 sinal era o seguinte: 
quando o nariz comegava a sangrar, entao a morte esta- 
va proxima...” 

— Memorias do Lorde de Joinville, 1300 d.C. 

Essa passagem descreve a situagao do exercito de Luis 
IX no fim da Setima Cruzada (1248-1254), quando o 
exercito, enfraquecido pelo escorbuto, foi destruido pe- 
los egipcios. Qual a natureza desse mal que acometeu es¬ 
ses soldados do decimo terceiro seculo? 

0 escorbuto e causado pela falta de vitamina C, ou aci- 
do ascorbico (ascorbato). A vitamina C e necessaria para, 
entre outras coisas, a hidroxilagao da prolina e da lisina no 
colageno. 0 escorbuto e uma doenga caracterizada pela 
degeneragao do tecido conectivo, sendo que sua mani- 
festagao em estagio avangado inclui inumeras pequenas 
hemorragias causadas por vasos sanguineos frageis, perda 
dos dentes, dificil cicatrizagao de feridas e reabertura de 
feridas antigas, dor e degeneragao dos ossos, e, no final, 
falencia cardiaca. Casos mais brandos de deficiencia de 
vitamina C sao acompanhados de fadiga, irritabilidade e 
aumento da gravidade das infecgoes do trato respiratorio. 
A maioria dos animais sintetiza grande quantidade de vi¬ 
tamina C pela conversao da glicose em ascorbato em qua- 
tro etapas enzimaticas. Contudo, no curso da evolugao, os 
humanos e alguns outros animais - gorilas, cobaias e mor- 
cegos frugivoros - perderam a ultima enzima dessa rota, 
devendo obter o ascorbato da dieta. A vitamina C e en- 
contrada em uma grande variedade de frutas e vegetais. 
Ate 1800, entretanto, ela estava ausente nos alimentos 
desidratados e outros suprimentos alimentares estocados 
para o inverno ou para longas viagens. 

0 escorbuto foi registrado pelos egipcios em 1500 
a.C., e descrito em escritos de Hipocrates, que datam do 
quinto seculo a.C. Entretanto, ele nao tornou-se uma no- 
ticia publica ate as viagens de descobrimento europeias 
de 1500 a 1800. A primeira navegagao ao redor do mundo 
(1519-1522), liderada por Ferdinand Magellan, acabou 
com a perda de mais de 80% de sua tripulagao para o 
escorbuto. Durante a segunda viagem de Jacques Cartier 
para explorar o rio St. Lawrence (1535-1536), a tripula¬ 
gao foi ameagada por um completo desastre, ate que um 
americano native ensinou os homens a fazer cha de cedro 
(contendo vitamina C) que curava e prevenia o escorbu¬ 
to. As epidemias de escorbuto nos invernos da Europa 
foram gradativamente sendo eliminadas no seculo XIX, a 
medida que a cultura de batata, originaria da America do 
Sul, foi disseminada. 


Em 1747, James Lind, cirurgiao escoces da Marinha 
Real, realizou o primeiro estudo clinico controlado regis¬ 
trado na historia. Durante uma longa viagem no navio de 
guerra HMS Salisbury, Lind selecionou 12 marinheiros 
com escorbuto e os dividiu em grupos de dois. Todos os 
12 receberam a mesma dieta, exceto que cada um dos 
grupos recebeu um remedio diferente, dentre os reco- 
mendados na epoca, para o escorbuto. Os marinheiros 
que receberam limoes e laranjas se recuperaram e vol- 
taram ao trabalho. Os marinheiros que receberam suco 
de maga fervida tiveram uma 
pequena melhora. Os outros 
continuaram a piorar. 0 Trata- 
do sobre escorbuto de Lind foi 
publicado em 1753, mas a iner- 
cia permaneceu na Marinha real 
por mais 40 anos. Em 1795, o 
Ministerio da Marinha Britanica 
finalmente ordenou que fosse 
dada uma ragao com suco con- 
centrado de lima ou limao para 
todos os marinheiros britanicos. 

0 escorbuto continuou a ser um 
problema em algumas partes 
do mundo ate 1932, quando o 
cientista hungaro Albert Szent- 
-Gyorgyi, e W. A. Waugh e C. G. King da Universidade de 
Pittsburgh isolaram e sintetizaram o acido ascorbico. 

0 acido L-ascorbico (vitamina C) e um p6 branco, ino- 
doro e cristalino, totalmente soluvel em agua e relativa- 
mente insoluvel em solventes organicos. 0 p6 seco, longe 
da luz, e estavel por um tempo consideravel. 0 consumo 
diario apropriado dessa vitamina ainda e alvo de debates. 
0 valor recomendado nos Estados Unidos e 90 mg (na 
Australia e no Reino Unido, o recomendado e 60 mg; na 
Russia, sao recomendados 125 mg). Alem das frutas ci- 
tricas e praticamente todas as outras frutas frescas, boas 
fontes de vitamina C incluem pimentas, tomates, batatas 
e brocolis. A vitamina C de frutas e vegetais e destruida 
por supercozimento ou longa estocagem. 

Por que o ascorbato e tao necessario para uma boa 
saude? De particular interesse e seu papel na formagao 
de colageno. Como dito no texto, o colageno e formado 
por unidades repetidas de tripeptideos Gly-X-Y, dos quais 
X e Y em geral sao Pro e 4-Hyp - o derivado de prolina 
(4/^)-L-hidroxiprolina, que tern um papel importante no 
entrelagamento das fibras do colageno e na manutengao 
de sua estrutura. 0 anel de prolina normalmente e en- 
contrado em duas conformagoes, chamadas de C^-endo 
e C^-exo (Figura Q-1). A estrutura da helice de colageno 
necessita de residues de Pro na posigao Y para estar na 
conformagao C^-exo, sendo essa conformagao favorecida 
pela substituigao do hidroxil no C-4 da 4-Hyp. A estrutu¬ 
ra de colageno tambem requer que o residue Pro na po¬ 
sigao X tenha uma conformagao C^-endo, e a introdugao 



James Lind, 1716-1794; 
cirurgiao da marinha, 
1739-1748 
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FIGURA Q-1 Conformagao C^-endo da prolina e conformapao C^-exo da 
4-hidroxiprolina. 


da 4-Hyp nessa posigao pode desestabilizar a helice. Na 
ausencia de vitamina C, as celulas nao conseguem hidro- 
xilar a Pro da posigao Y. Isso leva a uma instabilidade do 
colageno e aos problemas no tecido conectivo observa- 
dos no escorbuto. 

A hidroxilagao de residues especificos de Pro no pro- 
-colageno, o precursor do colageno, requer a agao da 
enzima prolil 4-hidroxilase. Essa enzima = 240.000) 
apresenta-se como um tetramero em todos os ver- 
tebrados. A atividade de hidroxilagao da prolina esta nas 
subunidades a. Cada subunidade a contem um atomo de 
ferro nao heminico (Fe^^), e a enzima faz parte de uma 
classe de hidroxilases que necessitam de a-cetoglutarato 
em suas reagoes. 

Em uma reagao normal da prolil-4-hidroxilase (Figu- 
ra Q-2a), uma molecula de a-cetoglutarato e uma de Og 


se ligam a enzima. 0 a-cetoglutarato e oxidativamente 
decarboxilado para formar COg e succinate. 0 atomo de 
oxigenio remanescente e entao usado para hidroxilar 
o residue de Pro apropriado no pro-colageno. Nenhum 
ascorbate e necessario nessa reagao. Entretanto, a pro- 
lil-4-hidroxilase tambem catalisa uma decarboxilagao 
oxidativa de a-cetoglutarato nao acoplada a hidroxila¬ 
gao da prolina (Figura Q-2b). Durante essa reagao, o 
Fe^^ do grupamento heme se oxida, inativando a enzi¬ 
ma e impedindo a hidroxilagao da prolina. 0 ascorbate 
consumido nessa reagao e necessario para restaurar a 
atividade enzimatica - pela redugao do ferro do grupa¬ 
mento heme. 

0 escorbuto permanece sendo um problema ainda 
hoje, nao somente em regioes remotas onde os alimentos 
nutritives sao escassos, mas, surpreendentemente, nos 
campi de universidades americanas. Os unices vegetais 
consumidos pelos estudantes sao aqueles em saladas 
refogadas, e os dias passam sem que esses jovens con- 
sumam frutas frescas. Um estudo de 1998, com 230 es¬ 
tudantes da Arizona State University, revelou que 10% 
deles tinham serias deficiencias de vitamina C, e dois 
estudantes tinham niveis de vitamina C tao baixos que 
provavelmente tinham escorbuto. Somente metade dos 
estudantes nessa pesquisa consumia a quantidade diaria 
recomendada de vitamina C. 

Entao, consuma vegetais e frutas frescos. 
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FIGURA Q-2 Reagoes catalisadas pela prolil-4-hidroxilase. (a) Reagao usual, acoplada a hidroxilagao da 
prolina, que nao necessita de ascorbato. 0 destino dos dois atomos de oxigenio do 626 mostrado em 
vermelho. (b) Reagao nao acoplada, na qual o a-cetoglutarato sofre descarboxilagao oxidativa sem a 
hidroxilagao da prolina. 0 ascorbato e consumido estequiometricamente neste processo, a medida que e 
convertido a desidroascorbato, prevenindo a oxidagao do Fe^^. 
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0 empacotamento compacto das cadeias a na helice tri- 
pla de colageno garante uma resistencia elastica maior do 
que aquela de uma barra de ago de mesma secgao trans¬ 
versal. As fibrilas de colageno (Figura 4-13) sao conjuntos 
de estruturas supramoleculares formados por triplas heli¬ 
ces de moleculas de colageno (algumas vezes chamadas de 
moleculas de tropocolageno) associadas em uma grande 
variedade de formas para garantir diferentes graus de resis¬ 
tencia elastica. As cadeias a e as fibrilas das moleculas de 
colageno sao interligadas por tipos incomuns de ligagoes co- 
valentes envolvendo Lys, HyLys (5-hidroxilisina; ver Figura 
3-8a), ou residues His presentes em algumas posigoes X e 
Y. Essas ligagoes criam residues de aminoacidos incomuns, 
como o desidro-hidroxilisinonorleucina. 0 carater cada vez 
mais rigido e quebradigo do tecido conectivo envelhecido 
resulta do acumulo de ligagoes covalentes transversais nas 
fibrilas de colageno. 
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Um mamifero tern mais de 30 variantes estruturais de 
colageno, especificas para cada tecido e diferentes em 
sequencia e fungao. Alguns defeitos geneticos na estrutura 
do colageno em humanos ilustram a estreita relagao entre a 
sequencia de aminoacidos e a estrutura tridimensional nes- 
ta proteina. A osteogenese imperfeita e caracterizada pela 
formagao anormal dos ossos em bebes; pelo menos oito va- 
riagoes dessa condigao, em diferentes graus de severidade, 
ocorrem na populagao humana. A sindrome de Eh- 
lers-Danlos e caracterizada por articulagoes soltas, e pelo 
menos seis variantes ocorrem em humanos. 0 compositor 
Niccolo Paganini (1782-1840) era famoso por sua destreza 
aparentemente impossivel de tocar violino. Ele sofria de 
uma variante da sindrome Ehlers-Danlos que Ihe rendeu 
efetivamente juntas duplas. Algumas variantes podem ser 
letais, outras causam problemas por toda vida. 

Todas as variantes de ambas as condigoes resultam da 
substituigao de um residue de aminoacido com um grupo 
R volumoso (como Cys ou Ser) por um residue de Gly de 
uma cadeia a em uma ou outra proteina colagena (um resi¬ 
due Gly diferente e substituido em cada uma das doengas). 
Essas substituigoes de um unico residue tern um efeito ca- 
tastrofico na fungao do colageno, pois interrompem a re- 
petigao de Gly-X-Y, que garante ao colageno sua estrutura 
helicoidal unica. Dada sua importancia na helice tripla do 
colageno (Figura 4-12d), a Gly nao pode ser substituida por 
outro residue de aminoacido sem um efeito substancial- 
mente deleterio na estrutura do colageno. ■ 


Fibroma da seda A fibroina, a proteina da seda, e produzi- 
da por insetos e aranhas. Suas cadeias polipeptidicas estao 
predominantemente na conformagao /3. A fibroina e rica em 
residues Ala e Gly, permitindo um grande empacotamento 
das folhas j8 e um arranjo entrelagado dos grupos R (Figu- 


FIGURA 4-13 Estrutura das fibrilas de colageno. 0 colageno (M^ 
300.000) e uma molecula em forma de bastao, com cerca de 3.000 A de com- 
primento e apenas 15 A de largura. Suas tres cadeias a helicoidais entrela- 
padas podem ter sequencias diferentes; cada cadeia tern aproximadamente 
1.000 residues de aminoacidos. As fibrilas sao feitas de moleculas de cola¬ 
geno alinhadas de forma escalonada e com ligagoes cruzadas que garan- 
tem resistencia. 0 alinhamento especifico e o grau de ligagoes transversais 
variam com o tecido e formam estrias transversais caracteristicas, vistas por 
microscopia eletronica. No exempio mostrado aqui, o alinhamento dos gru¬ 
pos iniciais de cada quatro moleculas produz estrias distantes 640 A (64 nm) 
umas das outras. 


ra 4-14). A estrutura global e estabilizada por extensivas 
ligagoes de hidrogenio entre todas as ligagoes peptidicas 
dos polipeptideos de cada cadeia /3, assim como pela otimi- 
zagao das interagoes de van der Waals entre as cadeias. A 
seda nao e elastica porque sua conformagao j8 ja esta bem 
estendida (Figura 4-6). Entretanto, a estrutura e flexivel, 
pois as cadeias estao unidas por inumeras interagoes fracas, 
em vez de ligagoes covalentes como ligagoes dissulfeto nas 
a-queratinas. 

A diversidade estrutural reflete a diversidade funcional 
nas protemas globulares 

Em uma proteina globular, segmentos diferentes das ca¬ 
deias polipeptidicas (ou de multiplas cadeias polipeptidi¬ 
cas) se dobram uns sobre os outros, gerando uma forma 
mais compacta do que a observada para as proteinas fibro- 
sas (Figura 4-15). 0 enovelamento tambem garante a di¬ 
versidade estrutural necessaria as proteinas para realizar 
um grande leque de fungoes biologicas. Proteinas globula¬ 
res incluem enzimas, proteinas transportadoras, proteinas 
motoras, proteinas reguladoras, imunoglobulinas e protei¬ 
nas com muitas outras fungoes. 
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FIGURA 4-14 Estrutura da seda. As fibras do tecido da seda e das teias 
de aranhas sao formadas principalmente pela proteina fibroina. (a) A fibro- 
ina consiste em camadas de folhas jS antiparalelas ricas em residues Ala e 
Gly. As pequenas cadeias laterals se encaixam e permitem urn grande em- 
pacotamento das fitas, como mostrado no modelo de esferas e bastoes. Os 
segmentos mostrados seriam apenas uma pequena parte da fita de fibroina. 
(b) As fitas da seda (azul) emergem das fiandeiras de uma aranha nesta mi- 
crografia eletronica em cores. 


A presente discussao sobre protemas globulares comega 
com os principios vislumbrados a partir das primeiras estru- 
turas de protemas elucidadas. Segue-se uma detalhada des- 
crigao e classificagao comparativa de subestruturas protei- 
cas. Tais discussoes sao possiveis somente devido a grande 
quantidade de informagoes dispomveis na Internet, a partir 
de bancos de dados publicos, particularmente do Banco de 
Dados de Protemas (Quadro 4-4). 


Conformagao p 
2.000 X 5 A 


Helicea Forma globular nativa 

900 X 11 A 100X 60 A 

FIGURA 4-15 As estruturas proteicas globulares sao compactas e 
variadas. A albumina serica humana (M^ 64.500) tern 585 residues em 
uma unica cadeia. Sao dadas aqui as dimensoes aproximadas de uma de 
suas cadeias polipeptidicas se ela ocorresse em uma conformagao p, ou 
em uma helice a.Tambem e mostrado o tamanho da proteina em sua for¬ 
ma globular nativa, determinada por cristalografia por raios X; a cadeia po- 
lipeptidica deve estar com urn enovelamento muito compacto para caber 
nestas dimensoes. 


A mioglobina forneceu os indkios iniciais sobre a 
complexidade da estrutura globular proteica 

d Arquitetura proteica - Estrutura terciaria de protemas globulares pe- 

quenas, II. Mioglobina 0 primeiro avango no entendimento da 
estrutura tridimensional de uma proteina globular veio 
com os estudos de difragao por raios X da mioglobina, fei- 
tos por John Kendrew e sens colaboradores, em 1950. A 
mioglobina e uma proteina ligadora de oxigenio relativa- 
mente pequena (M^ 16.700) das celulas musculares. Ela 
funciona tanto para a estocagem de oxigenio quanto para 
facilitar a difusao do oxigenio nos tecidos musculares em 
contragao. A mioglobina contem uma unica cadeia polipep- 
tidica de 153 residues de aminoacidos de sequencia conhe- 
cida e um unico grupo ferro-protoporfirina, ou heme. 0 
mesmo grupo heme encontrado na mioglobina e encontra- 
do na hemoglobina, a proteina ligadora de oxigenio dos eri- 
trocitos, sendo responsavel pela coloragao vermelha amar- 
ronzada tanto da mioglobina quanto da hemoglobina. A 
mioglobina e particularmente abundante nos musculos de 
mamiferos mergulhadores, como as baleias, as focas e os 
botos - tao abundante que os musculos destes animals sao 
marrons. A estocagem e a distribuigao do oxigenio pela 
mioglobina do musculo permitem que animals que mergu- 
Iham permanegam submerses por um longo periodo. As 
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QUADRO 4-4 0 banco de dados de protemas 


Atualmente, o numero de estmturas proteicas tridimen- 
sionais conhecidas esta na casa das dezenas de milhares 
e mais do que dobra a cada dois anos. Essa abundancia de 
informagoes esta revolucionando o entendimento sobre a 
estrutura de protemas, a relagao estrutura-atividade e as 
rotas evolutivas pelas quais as protemas chegaram ao seu 
estado atual, que podem ser vistas nas semelhangas que 
aparecem entre as familias a medida que os bancos de 
dados de protemas sao examinados e classificados. Um 
dos recursos mais importantes disponiveis aos bioquimi- 
cos e o Protein Data Bank (PDB, ou banco de dados de 
protemas; www.pdb.org). 

0 PDB e um arquivo de estruturas tridimensionais 
de macromoleculas biologicas determinadas experimen- 
talmente, contendo quase todas as estruturas macro- 
moleculares (protemas, RNA, DNA, etc.) elucidadas ate 
o momento. A cada estrutura e atribuido um codigo de 
identificagao (um codigo de quatro caracteres, chama- 


do de PDB ID). Tais identificadores sao fornecidos nas 
legendas das figuras para cada uma das estruturas de- 
rivadas do PDB ilustradas nesse texto, de forma que os 
estudantes e os professores podem explorar essas mes- 
mas estruturas. Os arquivos de dados no PDB descrevem 
as coordenadas espaciais de cada atomo cuja posigao foi 
determinada (muitas das estruturas catalogadas nao 
estao completas). Arquivos de dados adicionais forne- 
cem informagoes de como as estruturas foram determi¬ 
nadas e sua precisao. As coordenadas atomicas podem 
ser convertidas em uma imagem da macromolecula com 
a ajuda de programas de visualizagao de estruturas. Os 
estudantes sao incentivados a acessar o PDB e explorar 
as estruturas usando programas de visualizagao refe- 
renciados no banco de dados. Os arquivos de estruturas 
macromoleculares tambem podem ser baixados e explo- 
rados em seu computador, usando programas livres, tal 
como o Jmol. 


atividades da mioglobina e de outras moleculas de globina 
sao investigadas em detalhe no Capitulo 5. 

A Figura 4-16 mostra diversas representagoes estru- 
turais da mioglobina, ilustrando como a cadeia polipepti- 
dica e dobrada nas tres dimensoes - sua estrutura tercia- 
ria. 0 grupo vermelho envoMdo pela proteina e o heme. 
0 esqueleto da molecula de mioglobina consiste em oito 
segmentos de helices a relativamente retas, interrompi- 
das por dobras, algumas delas sendo voltas j8. A helice a 
mais longa tern 23 residuos de aminoacidos, a mais curta 
apenas 7. Todas as helices sao voltadas para a direita. Mais 
de 70% dos residuos de mioglobina estao nessas regioes 
a-helicoidais. As analises por raios X revelaram a posigao 
precisa de cada um dos grupos R, que preenchem quase 
todo o espago dentro da cadeia dobrada, nao ocupada por 
atomos do esqueleto. 

Varias conclusoes importantes podem ser tiradas a par- 
tir da estrutura da mioglobina. As posigoes das cadeias late- 


rais dos aminoacidos refletem uma estrutura cuja estabili- 
dade e resultante de suas interagoes hidrofobicas. A maioria 
dos grupos R hidrofobicos esta no interior da molecula, es- 
condidos da exposigao a agua. Exceto dois residuos, todos 
os outros grupos R polares estao na superficie externa da 
molecula e estao hidratados. A molecula de mioglobina e 
tao compacta que em seu interior so ha lugar para quatro 
moleculas de agua. Esse denso nucleo hidrofobico e tipico 
das proteinas globulares. A fragao de espago ocupado pelos 
atomos em um liquido organico e de 0,4 a 0,6. Em uma pro¬ 
teina globular, essa fragao e de cerca de 0,75, comparavel 
com aquela do cristal (em um cristal tipico, a fragao e de 
0,70 a 0,78, proximo do maximo teorico). Nesse ambiente 
compacto, as interagoes fracas sao fortalecidas e reforgam 
umas as outras. Por exemplo, as cadeias apolares no nucleo 
estao tao proximas que as interagoes de curto alcance do 
tipo van der Waals tern uma contribuigao significativa na 
estabilizagao das interagoes hidrofobicas. 



FIGURA 4-16 Estrutura terciaria da mioglobina de cachalote. (PDB ID 
1MBO) A orientagao da proteina e igual de (a) a (d); o grupo heme e mostra- 
do em vermelho. Alem de ilustrar a estrutura da mioglobina, esta figura mos¬ 
tra exemplos de diversas formas de apresentar a estrutura de uma proteina. 
(a) Esqueleto polipeptidico na representagao de fita, introduzido por Jane 
Richardson, destacando as estruturas secundarias. As regioes de helice a sao 
evidentes. (b) Imagem da superficie da proteina; ela e util na visualizagao de 


fendas, onde outras moleculas podem se ligar a proteina. (c) Representagao 
da estrutura em fita, incluindo as cadeias laterais (em amarelo) dos residuos 
hidrofobicos Leu, He, Val e Phe. (d) Modelo de volume atomico com todas as 
cadeias laterais dos aminoacidos. Cada atomo esta representado por uma 
esfera que cobre o seu raio de van der Waals. Os residuos hidrofobicos sao 
novamente mostrados em amarelo; a maioria esta no interior da proteina, e 
por isso nao esta visivel. 
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A dedugao da estmtura da mioglobina confirmou algu- 
mas expectativas e introduziu alguns elementos novos a 
estmtura secundaria. Como predito por Pauling e Corey, 
todas as ligagoes peptidicas estao em configuragao planar 
trans. As helices a da mioglobina forneceram a primeira 
evidencia experimental direta da existencia desse tipo de 
estmtura secundaria. Tres dos quatro residues Pro sao en- 
contrados em dobras. 0 quarto residue Pro ocorre em uma 
helice a, onde ele cria uma torgao necessaria para o firme 
empacotamento da helice. 

0 grupo heme planar repousa sobre uma fenda na molecu- 
la de mioglobina. 0 atomo de ferro no centre do grupo heme 
apresenta duas posigoes de ligagao (coordenagao) perpendi- 
culares ao piano do heme (Figura 4-17). Uma delas se liga 
ao grupo R de um residue de His na posigao 93; a outra cor- 
responde ao local onde a molecula de Og se liga. Dentro des- 
sa fenda, a acessibilidade do grupo heme ao solvente e bem 
restrita. Isso e importante para a fungao, pois grupos heme 
livres em uma solugao oxigenada sao rapidamente oxidados 
do estado ferroso (Fe^^), que e ativo na ligagao reversivel com 
0 Og, para o estado ferrico (Fe^^), que nao se liga ao Og. 

A medida que as diferentes estruturas da mioglobina fo- 
ram resoMdas, os pesquisadores foram capazes de observar 
as mudangas estruturais que acompanham a ligagao do oxi- 
genio ou de outra molecula, e, assim, pela primeira vez, de 
entender a correlagao entre a estrutura de uma proteina e 
sua fungao. Centenas de proteinas sao agora submetidas a 
analises semelhantes. Hoje, a espectroscopia de ressonancia 
magnetica nuclear (RMN) e outras tecnicas suplementam 
os dados de difragao de raios X, fornecendo mais informa- 
goes sobre as estruturas das proteinas (Quadro 4-5). Adicio- 
nalmente, o sequenciamento de DNA genomico de muitos 
organismos (Capitulo 9) identificou milhares de genes que 
codificam proteinas de sequencias conhecidas, mas ainda de 
fungao desconhecida; esse trabalho continua a passes largos. 
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FIGURA 4-17 O grupo heme. Este grupo esta presente na mioglobina, 
hemoglobina, citocromos e muitas outras proteinas (as proteinas heme), (a) 
0 heme consiste em uma estrutura de anel organico complexo, a protopor- 
firina, que liga um atomo de ferro no seu estado ferroso (Fe^^). 0 atomo de 
ferro tern seis ligagoes coordenadas, quatro delas no piano da molecula da 
porfirina (e ligadas a ela) e duas perpendiculares a ela. (b) Na mioglobina e 
na hemoglobina, uma das ligagoes perpendiculares esta ligada a um atomo 
de nitrogenio de um residue His. A outra esta "vaga" servindo de sitio de 
ligagao para a molecula de O 2 . 


As proteinas globulares tern uma diversidade de 
estruturas terciarias 

A partir do que se sabe sobre estruturas terciarias de cen¬ 
tenas de proteinas globulares, e claro que a mioglobina 
ilustra apenas uma das diversas formas em que a cadeia 
polipeptidica pode se dobrar. A Tabela 4-4 mostra as pro- 
porgoes de helices a e conformagoes (5 (expressas em por- 
centagem de residues em cada um dos tipos) em diversas 
proteinas globulares pequenas e de cadeia unica. Cada 
uma dessas proteinas tern uma estrutura diferente, adap- 
tada a sua fungao biologica particular, mas como um todo 
elas compartilham diversas propriedades importantes com 
a mioglobina. Cada uma delas esta dobrada de forma com- 
pacta e, em cada caso, as cadeias laterals hidrofobicas dos 
aminoacidos estao orientadas na diregao do centre da pro¬ 
teina (longe da agua), e suas cadeias laterals hidrofilicas 
se encontram na superficie. As estruturas tambem sao es- 
tabilizadas por inumeras ligagoes de hidrogenio e algumas 
interagoes ionicas. 

Para os estudantes iniciantes, as estruturas terciarias 
muito complexas das proteinas globulares - algumas muito 
maiores do que a mioglobina - sao mais facilmente acessa- 
das concentrando-se nos padroes estruturais comuns, re- 
correntes em diferentes proteinas, geralmente nao relacio- 
nadas. A estrutura tridimensional de uma proteina globular 
tipica pode ser considerada um conjunto de segmentos 
polipeptidicos em helices a e conformagoes j8, ligados por 
segmentos conectores. A estrutura pode ser, entao, defi- 
nida pela forma como os segmentos estao empilhados uns 
sobre os outros, e como estao arranjados os segmentos que 
os conectam. 

Para entender uma estrutura tridimensional completa, 
e preciso analisar seu padrao de enovelamento. Primei- 
ro, definem-se dois importantes termos que descrevem 
os padroes de estruturas de proteinas ou elementos de 
uma cadeia polipeptidica, seguindo entao para as regras 
de enovelamento. 


TABELA 4-4 


Propor^ao aproximada de helices a e conforma^es j8 em 
algumas proteinas de cadeia unica 


Residues (%)* 

Protema (numero total de residues) Helice a Conforma^ao p 


Quimotripsina (247) 

14 

45 

Ribonuclease (124) 

26 

35 

Carboxipeptidase (307) 

38 

17 

Citocromo c (104) 

39 

0 

Lisozima (129) 

40 

12 

Mioglobina (153) 

78 

0 


Fonte: Dados de Cantor, C.R. e Schimmel, P.R. (1980) Biophysical Chemistry, 
Part I: The Conformation of Biological Macromolecules, p. 100, W.H. Freeman 
and Company, New York. 

*As proporgoes das cadeias polipeptidicas que nao fazem parte de helices a e 
conformagoes j8 consistem em curvaturas e espirais irregulares ou regioes esten- 
didas. Segmentos de helice a e conformagao j8 algumas vezes diferem um pouco 
de suas dimensoes e geometrias usuais. 











134 DAVID L. NELSON & MICHAEL M. COX 



Difra^ao de raios X 

0 espagamento dos atomos em um reticulo cristalino 
pode ser determinado pela medida da localizagao e da 
intensidade dos pontos produzidos por um feixe de raios 
X, de um dado comprimento de onda, em um filme foto- 
grafico, depois desse feixe ser difratado pelos eletrons 
dos atomos. Por exemplo, a analise por raios X de cristais 
de cloreto de sodio mostra que os ions Na^ e Cl” estao 
dispostos em um arranjo cubico simples. 0 espagamen- 
to de diferentes tipos de atomos em moleculas organicas 
complexas, ate mesmos as grandes como as proteinas, 
tambem pode ser analisado por metodos de difragao de 
raios X. Entretanto, essa tecnica de analise de cristais de 
moleculas complexas e muito mais trabalhosa do que a 
de cristais de sals simples. Quando o padrao de repetigao 
do cristal e uma molecula tao grande quanto uma pro- 
teina, o numero de atomos da molecula resulta em mi- 
Ihares de pontos de difragao que precisam ser analisados 
por computador. 

Considere como as imagens sao geradas em um mi- 
croscopio optico. A luz de uma fonte pontual e focalizada 
em um objeto. 0 objeto espalha as ondas de luz, e es- 
tas ondas espalhadas sao reagrupadas por uma serie de 
lentes para gerar uma imagem aumentada do objeto. 0 
tamanho minimo do objeto cuja estrutura pode ser deter- 
minada desta forma - isto e, o poder de resolugao do mi- 
croscopio - e determinado pelo comprimento de onda de 
luz, neste caso, luz visivel, com um comprimento de onda 
entre 400 e 700 nm. Objetos menores do que a metade 
do comprimento de onda da luz incidente nao tern reso¬ 
lugao. Para resolver objetos tao pequenos quanto as pro- 
teinas, e necessario usar raios X, com comprimentos de 
onda na faixa de 0,7 a 1,5 A (0,07 a 0,15 nm). Entretanto, 
nao ha lentes que possam reagrupar os raios X para for- 
mar a imagem. Em vez disso, o padrao de difragao dos 
raios X e coletado diretamente, e a imagem e recons- 
truida por tecnicas matematicas. 

A quantidade de informagao obtida em uma cristalo- 
grafia por raios X depende do grau de organizagao estru- 


tural da amostra. Alguns parametros importantes foram 
obtidos nos primeiros estudos de padrao de difragao de 
proteinas fibrosas arranjadas de forma regular no cabelo 
e na la. Entretanto, os feixes ordenados formados pelas 
proteinas fibrosas nao sao cristais - as moleculas estao 
alinhadas lado a lado, mas nao estao todas orientadas 
na mesma diregao. Informagoes estruturais tridimensio- 
nais mais detalhadas sobre proteinas necessitam de um 
cristal de proteina altamente ordenado. As estruturas de 
muitas proteinas ainda permanecem desconhecidas, sim- 
plesmente porque se mostraram dificeis de cristalizar. 
Os profissionais comparam a preparagao de cristais com 
manter unida uma pilha de bolas de boliche com uma fita 
de celofane. 

Operacionalmente, existem varies passes em uma 
analise estrutural por raios X (Figura Q-1). Um cristal e 
colocado em um feixe de raios X, entre a fonte de raios X 
e o detector, e um conjunto de pontos, chamados de re- 
flexoes, e gerado. Os pontos sao gerados pela difragao do 
feixe de raios X, e cada atomo da molecula faz uma con- 
tribuigao para cada ponto. Um mapa de densidade eletro- 
nica da proteina e reconstruido a partir do padrao total 
de difragao, por uma tecnica matematica chamada de 
transformada de Fourier. 0 computador age, na verdade, 
como “lente computacional”. Um modelo da estrutura e 
entao construido de acordo com o mapa de densidade 
eletronica. 

John Kendrew verificou que o padrao de difragao de 
raios X da mioglobina cristalina (isolada de musculos do 
cachalote) e muito complexo, com cerca de 25.000 refle- 
xoes. A analise computacional dessas reflexoes ocorreu 
em etapas. A resolugao aumentou a cada etapa, ate que 
em 1959 as posigoes de quase todos os atomos diferen¬ 
tes de hidrogenio foram determinadas. A sequencia de 
aminoacidos da proteina, obtida por analise quimica, foi 
consistente com o modelo molecular. A estrutura de mi- 
Ihares de proteinas, a maioria delas mais complexa que 
a mioglobina, foi desde entao determinada com um nivel 
de resolugao semelhante. 
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(d) 


E claro que o ambiente fisico em um cristal nao e 
identico ao ambiente em solugao ou em uma celula viva. 
0 cristal impoe uma media temporal e espacial na estru- 
tura deduzida de sua analise, e os estudos de difragao de 
raios X fornecem poucas informagoes sobre os movimen- 
tos moleculares no interior da proteina. A conformagao 
das proteinas em um cristal pode, a principio, ser afeta- 
da por fatores nao fisiologicos como contatos proteina- 
-proteina dentro do cristal. Entretanto, quando estrutu- 
ras derivadas da analise de cristais sao comparadas com 
informagoes estruturais obtidas de outras formas (como 
RMN, descrita a seguir), as estruturas derivadas do cris¬ 
tal quase sempre representam a conformagao funcional 
da proteina. A cristalografia por raios X pode ser aplicada 
com sucesso a proteinas grandes demais para serem es- 
truturalmente analisadas por RMN. 

Ressonancia magnetica nuclear 

Uma vantagem dos estudos de ressonancia magnetica 
nuclear (RMN) e que eles sao realizados com as macro¬ 
mole culas em solugao, enquanto a cristalografia e limi- 
tada a moleculas que podem ser cristalizadas. A RMN 
tambem pode esclarecer o lado dinamico da estrutura da 
proteina, incluindo mudangas conformacionais, enovela- 
mento proteico e interagao com outras moleculas. 

A RMN e a manifestagao do momento angular do 
spin nuclear, uma propriedade quantico-mecanica dos 
nucleos atomicos. Somente alguns atomos, incluindo 
^H, ^^N, e apresentam o tipo de spin nuclear 

que gera sinal na RMN. 0 spin nuclear gera um dipolo 
magnetico. Quando um campo magnetico estatico e for¬ 
te e aplicado em uma solugao contendo um unico tipo 
de macromolecula, os dipolos magneticos sao alinhados 
no campo em uma das duas orientagoes, paralela (bai- 
xa energia) ou antiparalela (alta energia). Um pequeno 
(—10 juis) pulso de energia eletromagnetica de frequen- 
cia adequada (a frequencia de ressonancia, que esta 
dentro da faixa de radiofrequencia) e aplicado, em cer- 
tos angulos, aos nucleos alinhados no campo magnetico. 



FIGURAQ-1 Etapas da determinapao da estrutura da mioglobina de ca- 
chalote via cristalografia por raios X. (a) 0 padrao da difrapao por raios 
X e gerado a partir de um cristal da proteina. (b) Os dados obtidos pelo 
padrao de difrapao sao utilizados para calcular um mapa de densidade 
eletronica tridimensional. Somente a densidade eletronica do heme, uma 
pequena parte da estrutura, e mostrada aqui. (c) As regioes de maior 
densidade eletronica revelam a localizapao do nucleo atomico, esta in- 
formapao e utilizada para construir a estrutura final. Aqui, a estrutura do 
heme e modelada em seu mapa de densidade eletronica. (d) A estrutura 
completa da mioglobina de cachalote, incluindo o heme (PDB ID 2MBW). 

Alguma energia e absorvida a medida que o nucleo muda 
para o estado de maior energia, e o espectro de absorgao 
resultante contem informagoes sobre a identidade do nu¬ 
cleo e seu ambiente quimico nas imediagoes. Os dados 
de diversos desses experimentos com a amostra sao reu- 
nidos, aumentando a relagao sinal-ruido, e e gerado um 
espectro de RMN, como o da Figura Q-2. 

0 e particularmente importante nos experimen¬ 
tos de RMN, pois e altamente sensivel e naturalmente 
abundante. Para macromoleculas, o espectro de RMN 
de pode ser bem complicado. Ate mesmo uma pe¬ 
quena proteina pode center centenas de atomos de ^H, 
normalmente gerando um espectro de RMN unidimen¬ 
sional muito complexo para ser analisado. A analise es- 
trutural de proteinas se tornou possivel com o advento 
das tecnicas de RMN bidimensionais (Figura Q-3). Es¬ 
ses metodos permitem a medida do acoplamento, de- 
pendente da distancia, dos spins nucleares de atomos 
espacialmente proximos (o efeito Overhauser nuclear 
[NOE], em um metodo chamado de NOESY) ou o aco¬ 
plamento dos spins nucleares de atomos conectados 
por ligagoes covalentes (espectroscopia de correlagao 
total, ou TOCSY). 

A tradugao de um espectro de RMN bidimensional em 
uma estrutura tridimensional completa e um processo 
muito trabalhoso. Os sinais de NOE fornecem algumas 
informagoes sobre as distancias entre cada um dos ato- 

(Continua na proxima pdgina) 



FIGURA Q-2 Espectro de RMN unidimensional da globina do verme-de- 
-sangue marinho (Glycero sp.). Esta proteina e a mioglobina de cachalote 
sao analogos estruturais muito proximos, pertencendo a mesma familia 
estrutural e compartilhando a funqao de transporte de oxigenio. 
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METODOS 


Metodos de determina^ao da estrutura tridimensional de uma protema (Continua0o) 



mos, mas para esses valores de distancias serem uteis, 
os atomos que originam cada sinal devem ser identifica- 
dos. Os experimentos complementares de TOCSY podem 
ajudar na identificagao de quais sinais de NOE refletem 
atomos que estao ligados por ligagoes covalentes. Certos 
padroes de sinais de NOE tern sido associados com estru- 
turas secundarias como helices a. A engenharia geneti- 
ca (Capitulo 9) pode ser usada para preparar proteinas 
que contenham isotopos raros como ou ^^N. Os novos 
sinais de RMN produzidos por esses atomos e o acopla- 
mento com os sinais de resultantes dessa substituigao 
auxiliam na designagao de cada um dos sinais de NOE. 
0 processo tambem e facilitado pelo conhecimento da 
sequencia do polipeptideo. 

Para gerar a representagao de uma estrutura tridi¬ 
mensional, os pesquisadores colocam em um computa- 
dor as restrigoes de distancia, junto com as restrigoes 
geometricas conhecidas como quiralidade, raios de van 


10,0 8,0 6,0 4,0 2,0 0.0 -2,0 

(a) Deslocamento quimico de ^ H (ppm) 


der Waals e distancia e angulo de ligagao. 0 computador 
gera, entao, um conjunto de estruturas altamente rela- 
cionadas que representa um conjunto de conformagoes 
consistentes com os valores observados no NOE (Figura 
Q-3c). A incerteza das estruturas geradas por RMN e em 
parte um reflexo das vibragoes moleculares dentro de 
uma protema, discutidas em mais detalhes no Capitulo 5. 
0 erro experimental normal tambem influi. 

As estruturas proteicas determinadas tanto por cris- 
talografia por raios X quanto por RMN geralmente sao 
bem coincidentes. Em alguns casos, a localizagao exata 
de algumas cadeias laterais de aminoacidos especificos 
da superficie da protema e diferente, normalmente devi- 
do aos efeitos relacionados com o empacotamento entre 
proteinas adjacentes no cristal. Juntas, as duas tecnicas 
sao as responsaveis pelo rapido aumento da disponibili- 
dade de informagoes estruturais sobre as macromolecu- 
las de celulas vivas. 


FIGURA Q-3 Uso de RMN bidimensional para deternninar a estrutura 
tridimensional da globina, a mesma proteina usada para gerar os dados 
da Figura Q-2. A diagonal em um espectro de RMN bidimensional e equi- 
valente ao espectro unidimensional. Os picos fora da diagonal sao sinais 
de NOE gerados pelas interaqoes de curto alcance dos atomos de A, que 
podem gerar sinais bem distantes em um espectro unidimensional. Duas 
destas interaqoes sao identificadas em (a) e suas identidades estao mos- 
tradas em linhas azuis em (b) (PDB ID IVRF). Sao desenhadas tres linhas 
para a interaqao 2 entre um grupo metil da proteina e um hidrogenio do 
heme. 0 grupo metil gira rapidamente de forma que cada um dos seus 
tres hidrogenios contribui igualmente para a interaqao e para o sinal de 
RMN. Tal informaqao e usada para determinar a estrutura tridimensional 
completa (PDB ID IVRE), como em (c). As multiplas linhas que mostram 
o esqueleto da proteina em (c) representam o conjunto de estruturas 
consistentes com os dados de distancia da RMN. A semelhanqa estrutural 
com a mioglobina (Figura Q-1) e evidente. As proteinas estao orientadas 
da mesma forma nas duas figuras. 
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0 primeiro termo e motive, tambem chamado de es- 
trutura supersecundaria ou enovelamento. Um mo- 

tivo ou enovelamento e um padrdo de enovelamento 
identificdvel, envolvendo dois ou mais elementos da 
estrutura secundaria e a conexdo (ou conexoes) entre 
eles. Um motivo pode ser muito simples, tal como dois ele¬ 
mentos de estrutura secundaria dobrados um sobre o outro 
e representa apenas uma pequena parte de uma proteina. 
Um exemplo e uma al^a P-a-P (Figura 4-18a). Um moti¬ 
vo tambem pode ter uma estrutura bem elaborada, envol¬ 
vendo um grande numero de segmentos proteicos dobrados 
juntos, como o barril /3 (Figura 4-18b). Em alguns casos, 
um unico e grande motivo pode abranger toda a proteina. 
Os termos “motivo” e “enovelamento” sao frequentemente 
usados como sinonimos, embora “enovelamento” seja mais 
comumente aplicado aos padroes de enovelamento ligeira- 
mente mais complexos. Os termos incluem qualquer padrao 
favoravel de enovelamento, sendo util na descrigao desses 
padroes. 0 segmento definido como um motivo pode, ou 
nao, ser estavel independentemente. Ja foi mencionado um 
motivo bem estudado, a espiral enrolada da estrutura da 
a-queratina, tambem encontrado em outras proteinas. 0 ar- 
ranjo caracteristico de oito helices a na mioglobina e repro- 
duzido em todas as globinas e e chamado de enovelamento 
de globina. Observe que um motivo nao e um elemento es- 
trutural hierarquico que flea entre a estrutura secundaria e 
a terciaria. Ele e simplesmente um padrao de enovelamen¬ 
to. 0 termo sinonimo “estrutura supersecundaria” pode, 
portanto, causar confusao, pois sugere uma hierarquia. 

0 segundo termo que descreve padroes estruturais e o 
dommio. Um dominio, como definido por Jane Richardson 
em 1981, e uma parte da cadeia polipeptidica que e inde¬ 
pendentemente estavel ou pode se movimentar como uma 
entidade isolada em relagao ao resto da proteina. Polipepti- 
deos com mais de algumas centenas de residues de aminoa- 
cidos normalmente se dobram em dois ou mais dominies, 
algumas vezes com diferentes fungoes. Muitas vezes, um 
dominio de uma proteina grande ira conservar sua estru¬ 
tura tridimensional nativa mesmo quando separado (p. ex., 
por uma clivagem proteolitica) do resto da cadeia polipep¬ 
tidica. Em uma proteina com multiples dominies, cada um 



(a) Al^a p-a-jS (b) Barril f3 


FIGURA 4-18 Motives estruturais. (a) Um motivo simples, a alpa p-a-p. 
(b) Um motivo mais elaborado, o barril p. Este barril p e o unico dominio da 
a-hemolisina (toxina que mata a celula, criando um orificio em sua membra- 
na) da bacteria Staphylococcus aureus (derivada do PDB ID 7AHL). 



FIGURA 4-19 Dommios estruturais do polipeptideo troponina C. 

(PDB ID 4TNC) Esta proteina ligadora de calcio encontrada no musculo tern 
dois dominios ligadores de calcio separados, mostrados aqui em marrom e 
em azul. 


deles pode aparecer como uma porgao globular diferente 
(Figura 4-19); mais frequentemente, extensos contatos 
entre os dominios tornam dificil o discernimento entre eles. 
Dominios diferentes em geral tern fungoes diferentes, como 
a ligagao de pequenas moleculas ou interagao com outras 
proteinas. Proteinas pequenas normalmente tern somente 
um dominio (o dominio e a proteina). 

0 enovelamento dos polipeptideos e sujeito a uma serie 
de limitagoes fisicas e quimicas, e varias regras foram pro- 
postas a partir de estudos de padroes comuns de enovela¬ 
mento proteico. 

1. As interagoes hidrofobicas dao uma grande contri- 
buigao para a estabilidade da estrutura de protei¬ 
nas. 0 ocultamento dos grupos R dos aminoacidos 
hidrofobicos, de modo a excluir a agua, necessita 
de pelo menos duas camadas de estrutura secun¬ 
daria. Motives simples como a alga p-a-p (Figura 
4-18a) criam essas camadas. 

2. Quando ocorrem juntas em uma proteina, as heli¬ 
ces a e as folhas p geralmente sao encontradas em 
camadas estruturais diferentes. Isso porque o seg¬ 
mento do esqueleto polipeptidico em conformagao 
P (Figura 4-6) nao faz, com facilidade, ligagoes de 
hidrogenio com uma helice a adjacente a ele. 

3. Segmentos adjacentes na sequencia de aminoa¬ 
cidos normalmente se posicionam de forma adja¬ 
cente na estrutura dobrada. Segmentos distantes 
do polipeptideo podem se aproximar na estrutura 
terciaria, mas nao e a regra. 

4. A conformagao p e mais estavel quando os seg¬ 
mentos individuals sao levemente torcidos para a 
direita. Isso influencia tanto o arranjo das folhas 
P derivado dos segmentos supertorcidos quanto a 
forma da conexao do polipeptideo entre elas. Duas 
folhas p paralelas, por exemplo, devem ser conec- 
tadas por uma fita cruzada (Figura 4-2Oa). Em 
principio, essa fita pode ter uma conformagao no 
sentido horario ou anti-horario, mas em proteinas 
o mais comum e no sentido horario. As conexoes 
voltadas para a direita tendem a ser mais curtas do 
que as conexoes voltadas para esquerda, e tendem 
a dobrar-se com um angulo menor, o que as torna 
mais faceis de serem formadas. A torgao de folhas 
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(a) Conexoescomunsem 
urn motivo de fitas (3 



Conexoes cruzadas 
(raramente observadas) 



(b) Conexoes com sentido 
horario entre as fitas p 


Conexoes com sentido 
anti-horario entre as fitas j8 
(muito raras) 



(c) Folha j8 torcida 

FIGURA 4-20 Padroes de enovelamento estavel em protemas. (a) 

Conexoes entre fitas jS em arranjos de folhas jS. As fitas aqui sao visualizadas 
a partir de uma extremidade, sem torqao. As linhas mais grossas representam 
as conexoes nas extremidades mais proximas do observador; as linhas mais 
finas representam as conexoes nas extremidades mais distantes das fitas jS. 
As conexoes em uma das extremidades (p. ex., aquelas proximas ao obser¬ 
vador) raramente se cruzam umas com as outras. Urn exempio de tal cruza- 
mento raro esta ilustrado na fita amarela da estrutura a direita. (b) Devido a 
torqao para a direita nas fitas jS, as conexoes entre as fitas em geral sao no 
sentido horario. As conexoes no sentido anti-horario devem assumir angulos 
mais agudos e sao mais dificeis de serem formadas. (c) Esta folha jS torcida 
pertence a urn dominio da fotoliase (proteina que repara certos tipos de da- 
nos ao DNA) de E. coli (derivado do PDB ID 1DNP). As alqas de conexao foram 
removidas para que se foque no enovelamento da folha jS. 


j8 tambem resulta em uma torgao caractenstica das 
estmturas formadas por varios desses segmentos, 
como pode ser observado no barril (3 (Figura 4-18b) 
e na folha jS torcida (Figura 4-20c), que forma o nu- 
cleo de varias estruturas maiores. 

Seguindo essas regras, motives complexes podem ser 
construidos a partir daqueles mais simples. Por exempio, 
uma serie de algas jS-a-jS arranjadas de tal forma que as 
fitas j8 de um barril formem um motivo particularmente 
comum e estavel, o barril a/p (Figura 4-21). Nessa es¬ 
trutura, cada segmento p paralelo e conectado ao seu vizi- 
nho por um segmento a-helicoidal. Todas as conexoes sao 
voltadas para direita. 0 barril a/p e encontrado em diversas 
enzimas, geralmente com um sitio de ligagao (de um cofa- 
tor ou substrate) na forma de uma fenda proxima a uma das 
extremidades do barril. Observe que dominios com padrao 
semelhante de enovelamento sao ditos ter o mesmo motivo, 
mesmo que suas helices a e fitas p constituintes possam 
diferir em tamanho. 



Alga p-a-p Barril a/p 


FIGURA 4-21 A constru^ao de dommios maiores a partir dos meno- 
res. 0 barril a/p e um dominio que ocorre comumente, sendo formado por 
repetiqoes do motivo alga p-a-p. Este barril a/p e um dominio da piruvato- 
-cinase (enzima glicolitica) de coelho (derivada do PDB ID 1PKN). 


Motives de protemas sao as bases da 
classifica^o estrutural 

^ Arquitetura proteica - Estrutura terciaria de protemas globulares gran- 
des, IV. Classifica^ao estrutural das protemas. Como se ve, a com- 
preensao da complexidade da estrutura terciaria e facilitada 
pela consideragao das subestruturas. Seguindo essa ideia, os 
pesquisadores organizaram o conteudo completo de bancos 
de dados proteicos, de acordo com uma hierarquia dos niveis 
estruturais. Todos esses bancos de dados se baseiam nos da¬ 
dos e nas informagoes depositados no Protein Data Bank 
(PDB, Banco de Dados de ProteinasJ. 0 banco de dados 
Structural Classification of Proteins (SCOP, ou Classificagao 
Estrutural de Protemas) e um bom exempio desta importante 
tendencia na bioquimica. No mais alto nivel de classificagao, o 
banco de dados SCOP (http://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop) 
utiliza um esquema ja em uso, com quatro classes de estrutu¬ 
ras de protemas: toda a, toda J8, a/p (com segmentos ae p 
intercalados ou alternados) ea + p (com regioes a e p um 
pouco separadas). Cada classe inclui dezenas a centenas de 
diferentes combinagoes de enovelamentos (motives), cons- 
truidas a partir de subestruturas gradativamente identifica- 
veis. Alguns desses arranjos subestruturais sao bem comuns, 
outros foram encontrados em apenas uma proteina. A Figura 
4-22 mostra a variedade desses motives distribuidos entre as 
quatro classes de estrutura de protemas. Essa e apenas uma 
pequena amostra das centenas de motives conhecidos. En- 
tretanto, o numero de padroes de enovelamento nao e infini¬ 
te. A medida que a velocidade na qual novas estruturas de 
protemas sao elucidadas, a fragao dessas estruturas que con- 
tem novos motives tern diminuido. Ao todo, devem existir 
menos de 1.000 motives diferentes. A Figura 4-22 tambem 
mostra como as protemas podem ser organizadas em fungao 
da presenga dos varios motives. Os niveis de organizagao 
mais superiores, classe e enovelamento, sao puramente es¬ 
truturais. Abaixo do nivel de enovelamento (ver o codigo de 
cores na Figura 4-22), a classificagao tern como base as rela- 
goes evolutivas. 





Todo a 


I ldentificador no PDB 
Enovelamento 
Superfamilia 
Familia 

I Proteina 
Especie 



1A06 

Albumina serica 
Albumina serica 
Albumina serica 
Albumina serica 
Humana {Homo sapiens) 



I 

I 


IBCF 

Tipo ferritina 
Tipo ferritina 
Ferritina 

Bacterioferritina (citocromo 
Escherichia coli 





I lGAI 
Toroide a/a 

Glicosiltransferase de seis grampos 
Glicoamilas 

I Glicoamilasee 

Aspergillus awamori, variante x100 



i lCDB 

Sanduiche j8 tipo imunoglobulina 
Imunoglobulina 
Conjunto de dominios V 
(tipo dominio variavel de anticorpo) 

I CDS 

Humana {Homosapiens) 


Todo j8 


I ILXA 

Helice j8 de fita unica anti-horaria 

Enzimas tipo LpxA trimericas 

UDP A/-acetilglicosamina-aciltransferase 

I UDP A/-acetilglicosamina-aciltransferase 
Escherichia coli 


Helice j8 de quatro pas 
Dominio tipo hemopexina 
Dominio tipo hemopexina 
Colagenase-3 (MMP-13), 
dominio carboxiterminal 


Humana {Homo sapiens) 


IPEX 



I 

I 


IDEH I IDUB 

Dominio com enovelamento de Rossmann, ligador de NAD(P) || CIpP/crotonase 

Dominio com enovelamento de Rossmann, ligador de NAD(P) CIpP/crotonase 
Dominio carboxiterminal das alcool/glicose Tipo crotonase 

desidrogenases I Enoil-CoA-hidratase (crotonase) 

Alcool-desidrogenase | Rato {Rattus norvegicus) 

Humana {Homo sapiens) 



I IPFK 

Fosfofrutocinase 
Fosfofrutocinase 
Fosfofrutocinase 
f Fosfofrutocinase 
ATP-dependente 
I Escherichia coli 


FIGURA 4-22 Organiza^ao das protemas com base nos motivos. 

Mostrados aqui estao apenas alguns das centenas de motivos estaveis co- 
nhecidos, divididos em quatro classes: todo a, todo jS, a/jS e a + jS. Os dados 
de classificaqao estrutural do banco de dados SCOP (Structural Classification 
of Proteins, http://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop) tambem sao fornecidos 


(ver codigo de cores). 0 identificador no PDB (listado inicialmente para cada 
estrutura) corresponde ao codigo unico de acesso de cada estrutura depo- 
sitada no Protein Data Bank (www.pdb.org). 0 barril a/(5 (ver Figura 4-21) e 
outro motive a/jS particularmente comum. (Continuanaproximopdgina) 
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a + p 





1 

1 

■ Identificador no PDB 
1 Enovelamento 
Superfamilia 

Familia 

H Proteina 

1 Especie 



I 

I 


2PIL 

Pilina 

Pilina 

Pilina 

Pilina 

Neisseria gonorrhoeae 


I 

I 



ISYN 

Timidilato-sintase/dCMP-hidroximetilase 

Timidilato-sintase/dCMP-hidroximetilase 

Timidilato-sintase/dCMP-hidroximetilase 

Timidilato-sintase 

Escherichia coli 


I 


i 

I 



1 


Tipo GFP 
Tipo GFP 

Proteinas fluorescentes 
Proteina verde fluorescente, GFP 
(do ingles green fluorescent protein) 
Agua-viva {Aequorea victoria) 


FIGURA4-22 (Continuagao) 


VMos exemplos de dommios recorrentes ou motivos es- 
tmturais estao dispomveis, revelando que a estmtura ter- 
ciaria das proteinas e mais conservada do que suas sequen- 
cias de aminoacidos. A comparagao entre as estruturas de 
proteinas pode, entao, fornecer muita informagao sobre sua 
evolugao. Proteinas com significativa semelhanga na estru- 
tura primaria e/ou com estmtura terciaria e fungoes seme- 
Ihantes fazem parte de uma mesma familia proteica. Uma 
relagao evolutiva forte normalmente e evidente em uma fa¬ 
milia de proteinas. Por exemplo, a familia globina apresenta 
muitas proteinas diferentes com similaridade estmtural e de 
sequencia com a mioglobina (como visto nas proteinas usa- 
das nos exemplos do Quadro 4-5 e no Capitulo 5). Duas ou 
mais familias com pouca similaridade na sequencia de ami¬ 
noacidos algumas vezes utilizam o mesmo motivo estmtural 
geral e apresentam semelhangas funcionais; essas familias 
sao agmpadas como superfamilias. Uma relagao evolutiva 
entre as familias em uma superfamilia e considerada prova- 
vel, ainda que as diferengas temporais e funcionais - resul- 
tantes de diferentes pressoes adaptativas - possam ter su- 
primido muitas das relagoes reveladoras entre sequencias. 
Uma familia de proteinas pode estar distribuida em todos os 
tres dominios de vida celular: Bacteria, Archaea e Eukarya, 
sugerindo uma origem remota. Muitas proteinas envoMdas 
no metabolismo intermediario e no metabolismo dos acidos 
nucleicos e proteinas se encaixam nessa categoria. Outras 
familias podem estar presentes somente em um pequeno 
grupo de organismos, indicando que aquela estmtura surgiu 
mais recentemente. Rastrear a historia natural dos motivos 
estmturais, usando as classificagoes estmturais de bancos 
de dados como o SCOP, fornece um grande complemento as 
analises de sequencia na investigagao da relagao evolutiva. 
0 banco de dados SCOP e manualmente gerenciado, com o 
objetivo de colocar as proteinas na sua rede evolutiva cor- 
reta, com base nas caracteristicas estmturais conservadas. 

Motivos estmturais se tornaram especialmente impor- 
tantes na definigao de familias e superfamilias de protei¬ 
nas. Sistemas aperfeigoados de classificagao e elucidagao 
de proteinas inevitavelmente levaram a elucidagao de novas 
relagoes funcionais. Dada a importancia das proteinas nos 


sistemas vivos, essas comparagoes estmturais podem aju- 
dar no esclarecimento de todos os aspectos da bioquimica, 
da evolugao de proteinas individuais ate a historia evolutiva 
de rotas metabolicas completas. 

A estmtura quaternaria varia de dimeros simples 
a grandes complexes 

6 Arquitetura proteica - Estrutura quaternaria Muitas proteinas 
tern multiplas subunidades polipeptidicas (de duas a cente- 
nas). A associagao das cadeias polipeptidicas pode servir a 
uma variedade de fungoes. Muitas proteinas com multiplas 
subunidades podem ter fungoes reguladoras; a ligagao de 
pequenas moleculas pode afetar a interagao entre as subu¬ 
nidades, causando grandes mudangas na atividade da pro¬ 
teina em resposta a pequenas mudangas na concentragao 
de substrate ou moleculas reguladoras (Capitulo 6). Em 
outros cases, subunidades distintas assumem fungoes dife¬ 
rentes, mas relacionadas, como catalise e regulagao. Algu¬ 
mas associagoes, como nas proteinas fibrosas consideradas 
anteriormente neste capitulo e nas proteinas dos capsideos 
dos vims, tern, principalmente, fungoes estmturais. Algu¬ 
mas associagoes proteicas muito grandes formam sitios de 
reagoes complexas envolvendo multiplas etapas. Por exem¬ 
plo, cada ribossomo, o local onde ocorre a sintese de protei¬ 
nas, incorpora duzias de subunidades de proteinas com cer- 
to numero de moleculas de RNA. 

Uma proteina de multiplas subunidades tambem e cha- 
mada de multimero. Um multimero com apenas algumas 
subunidades e chamado de oligomero. Se um multimero 
apresenta subunidades nao identicas, a estrutura total da 
proteina pode ser assimetrica e bem complicada. Entretanto, 
a maioria dos multimeros apresenta subunidades identicas, 
ou grupos de subunidades nao identicas que se repetem, ge- 
ralmente em arranjos simetricos. Como apresentado no Capi¬ 
tulo 3, as unidades estruturais de repetigao em uma proteina 
multimerica, tanto de um unico tipo de subunidade quanto 
de um grupo de subunidades, sao chamadas de protomero. 
Muitas vezes sao utilizadas letras gregas para distinguir as 
diferentes subunidades que fazem parte do protomero. 
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A primeira protema oligomerica que teve sua estmtura 
tridimensional determinada foi a hemoglobina 64.500), 
que contem quatro cadeias polipeptidicas e quatro grupos 
prosteticos heme, nos quais os atomos de ferro se apre- 
sentam no estado ferroso (Fe^^) (Figura 4-17). A porgao 
proteica, a globina, consiste em duas cadeias (141 residues 
em cada cadeia a) e duas cadeias /3 (146 residues em cada 
cadeia). Observe que neste case, a e nao se referem as 
estruturas secundarias. Em uma pratica, que pode ser con- 
fusa para o aluno iniciante, as letras gregas a e j8 (y e 6, 
e outras) sao frequentemente usadas para distinguir dois 
tipos diferentes de subunidades em uma proteina com mul- 
tiplas subunidades, independentemente de quais tipos de 
estruturas secundarias podem predominar nas subunida¬ 
des. Como a hemoglobina e quatro vezes maior do que a 
mioglobina, foi necessario muito mais tempo e esforgo para 
resolver sua estrutura tridimensional por analise de raios 
X, o que foi finalmente obtido por Max Perutz, John Ken- 
drew e sens colegas, em 1959. As subunidades da hemoglo¬ 
bina estao organizadas em pares simetricos (Figura 4-23). 
Cada par tern uma subunidade a e uma subunidade /B. A 
hemoglobina pode, portanto, ser descrita tanto como tet- 
ramero quanto dimero de protomeros ajS. 0 papel dessas 
subunidades distintas na fungao da hemoglobina e ampla- 
mente discutido no Capitulo 5. 



Max Perutz, 1914-2002 (esquerda) e John Kendrew, 1917-1997 


Algumas proteinas ou segmentos proteicos sao 
intrinsecamente desordenados 

Apesar de decadas de progresso no entendimento da estru¬ 
tura proteica, muitas proteinas nao podem ser cristalizadas, 
tornando dificil a determinagao de suas estruturas tridi- 
mensionais por metodos considerados classicos (ver Qua- 
dro 4-5). Mesmo quando cristalizadas, partes da proteina 
estao suficientemente desordenadas no cristal de forma 
que a estrutura determinada nao inclui essas partes. Algu¬ 
mas vezes, isso se deve a caracteristicas sutis da estrutura 
que tornam a cristalizagao dificil. No entanto, a razao pode 
ser mais simples: algumas proteinas ou segmentos protei¬ 
cos carecem de estruturas ordenadas em solugao. 

0 conceito de que algumas proteinas funcionam na au- 
sencia de uma estrutura definida e um produto da reavalia- 
gao dos dados envolvendo muitas proteinas diferentes. Um 
tergo de todas as proteinas humanas pode ser desestrutu- 
rado ou possuem segmentos desestruturados significativos. 
Todos os organismos possuem algumas proteinas que se 
encaixam nessa categoria. As proteinas intrinsecamente 
desordenadas tern propriedades distintas das proteinas 
estruturadas classicas. Elas carecem de um nucleo hidrofo- 
bico e, ao contrario, sao caracterizadas por alta densidade 
de aminoacidos carregados, como Lys, Arg e Glu. Residuos 
de Pro tambem sao proeminentes, ja que eles tendem a 
romper estruturas ordenadas. 

A desordem estrutural e a alta densidade de cargas po¬ 
dem facilitar a atividade de algumas proteinas, como espa- 
gadores, isoladores ou elementos de ligagao em estruturas 
maiores. Outras proteinas desordenadas sao sequestrado- 
ras, ligando ions e moleculas pequenas em solugao e servin- 
do de reservatorios ou depositos de lixo. No entanto, muitas 
proteinas intrinsecamente desordenadas sao o nucleo de 
importantes redes de interagoes proteicas. A falta de uma 
estrutura ordenada pode facilitar um tipo de promiscuida- 
de funcional, permitindo a interagao de uma proteina com 
multiplos parceiros. Algumas proteinas intrinsecamente de¬ 
sordenadas atuam por inibir a atividade de outras proteinas 
por um mecanismo nao usual: por envolver-se em torno de 
suas proteinas-alvo. Uma proteina desordenada pode ter 
algumas ou mesmo duzias de proteinas parceiras. A desor¬ 
dem estrutural permite ao inibidor proteico se envolver em 
torno de multiplos alvos de diferentes formas. A proteina 



FIGURA 4-23 Estrutura quaternaria da 
desoxi-hemoglobina. (PDB ID 2HHB) A 
analise por difrapao de raios X da desoxi-he¬ 
moglobina (hemoglobina sem as moleculas 
de oxigenio ligadas aos grupos heme) mostra 
como as quatro subunidades polipeptidicas 
estao agrupadas. (a) Representapao na forma 
de fitas revela os elementos estruturais se- 
cundarios da estrutura e a posipao de todos 
os cofatores hemes, (b) Modelo de contorno 
de superficie mostra a cavidade em que os 
cofatores hemes estao ligados e ajuda a vi- 
sualizar o empacotamento das subunidades. 
As subunidades a sao mostradas em tons de 
cinza, e as subunidades jS, em tons de azul. 
Observe que os grupos heme (em vermelho) 
estao relativamente distantes entre si. 
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intrinsecamente desordenada p27 exerce um papel-chave 
no controle da divisao celular em mamiferos. Essa protema 
carece de estmtura definida quando em solugao. Ela se en- 
rola em torno e assim inibe a atividade de varias enzimas 
chamadas protemas-cinases (ver Capitulo 6) que facilitam 
a divisao. A estmtura flexivel da p27 a permite se acomodar 
as suas proteinas-alvo distintas. Celulas tumorais humanas, 
que sao simplesmente celulas que perderam a capacidade 
de controlar a divisao celular normalmente, geralmente 
possuem niveis reduzidos de p27; quanto menor o nivel 
de p27, pior e o prognostico para o paciente de cancer. Da 
mesma forma, as proteinas intrinsecamente desordenadas 
estao frequentemente presentes como concentradores ou 
suportes no centro de redes proteicas que constitnem as 
vias de sinalizagao. Essas proteinas ou partes delas podem 
interagir com muitos parceiros diferentes. Elas frequen¬ 
temente assumem uma estmtura quando interagem com 
outras proteinas, mas as estmturas que elas assumem po¬ 
dem variar de acordo com o parceiro de ligagao. A proteina 
de mamiferos p53 tambem e fundamental no controle da 
divisao celular. Ela tern segmentos estmturados e nao es- 
tmturados, e os segmentos distintos interagem com duzias 
de outras proteinas. Uma regiao nao estmturada da p53 na 
extremidade carboxil interage com pelo menos quatro par¬ 
ceiros diferentes e assume uma estmtura distinta em cada 
complexo (Figura 4-24) . 


RESUMO 4.3 Estmturas terciaria e quaternaria das proteinas 

► A estmtura terciaria e a estmtura tridimensional da 
cadeia polipeptidica. Muitas proteinas se encaixam em 
uma ou duas classes de proteinas em geral, com base na 
estmtura terciaria: fibrosa e globular. 

► As proteinas fibrosas, utilizadas principalmente para 
fungoes estmturais, sao formadas por elementos de es¬ 
tmtura secundaria que se repetem. 

► As proteinas globulares tern estmturas terciarias mais 
complicadas, geralmente contendo diversos tipos de es¬ 
tmturas secundarias na mesma cadeia polipeptidica. A 
primeira estmtura de proteina globular a ser determi- 
nada, por metodos de difragao de raios X, foi a estmtura 
da mioglobina. 

► As estmturas complexas das proteinas globulares po¬ 
dem ser analisadas pela observagao dos padroes de eno- 
velamento chamados de motives (tambem chamados 
de enovelamentos ou estruturas supersecundarias). Os 
milhares de estruturas proteicas conhecidos geralmen¬ 
te sao formados por um repertorio de apenas poucas 
centenas de motives. Os dominies sao regioes de uma 
cadeia polipeptidica que podem se dobrar de forma es- 
tavel e independente. 

► A estrutura quaternaria resulta de interagoes entre as 
subunidades de proteinas com multiplas subunidades 



FIGURA 4-24 Ligagao da regiao carboxiterminal intrinsecamente 
desordenada da protema p53 aos seus ligantes. (a) A proteina p53 e 
composta por varies segmentos diferentes (PDB ID IXQH). Apenas o domi- 
nio central e bem organizado. (b) A sequencia linear da proteina p53 esta 
representada na barra colorida. 0 grafico sobreposto apresenta um diagra- 
ma da pontuagao PONDR (Predictor of Natural Disordered Regions; Previsor 
de Regioes Naturalmente Desordenadas) versus a sequencia da proteina. 
PONDR e um dos melhores algoritmos disponiveis para predizer a probabi- 
lidade que um determinado residue de aminoacido esta em uma regiao de 
desordem intrinseca, com base na sequencia de aminoacidos ao redor e na 


composigao de aminoacidos. Uma pontuagao de 1,0 indica uma probabili- 
dade de 100% que a proteina estara desordenada. Nesta estrutura proteica, 
o dominio central em bege esta organizado. As regioes aminoterminal (azul) 
e carboxiterminal (vermelho) estao desordenadas. A extremidade da regiao 
carboxiterminal tern multiplos ligadores e ela se dobra quando se liga a cada 
um deles; no entanto, a estrutura tridimensional assumida quando ocorre 
a ligagao e diferente para cada uma das interagoes mostradas, e por isso o 
segmento carboxiterminal (residues de 11 a 20) esta mostrado em cor dife¬ 
rente em cada complexo (ciclina A, PDB ID 1H26; sirtuina, PDB ID 1MA3; CBP 
dominio bromo, PDB ID 1JSP; si OOB (jSjS), PDB ID 1DT7). 
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Cmultimericas) ou grandes associagoes de protemas. Al- 
gumas protemas multimericas possuem unidades repe- 
tidas, formadas por uma unica subunidade ou grupos de 
subunidades, cada unidade chamada protomero. 

► Algumas protemas ou segmentos proteicos sao intrin- 
secamente desordenados, carecendo de estruturas de- 
finidas. Essas protemas tern composigoes distintas de 
aminoacidos que permitem uma estrutura mais flexivel. 
Algumas dessas protemas desordenadas funcionam 
como componentes estruturais ou sequestradoras; ou- 
tras podem interagir com muitas protemas parceiras, 
servindo como inibidores versateis ou como componen¬ 
tes centrals de redes de interagao de protemas. 

4.4 Desnatura^ao e enovelamento das protemas 

As protemas tern uma existencia surpreendentemente preca- 
ria. Como foi visto, a conformagao de uma protema nativa e 
apenas marginalmente estavel. Alem disso, a maioria das pro¬ 
temas deve manter certa flexibilidade conformacional para 
funcionar. A manutengao contmua do grupo ativo de protei- 
nas celulares, necessarias em um dado conjunto de condi- 
goes, e chamada proteostase. A proteostase celular requer a 
atividade coordenada de vias para smtese e enovelamento de 
protemas, o redobramento de protemas parcialmente desdo- 
bradas e o sequestro e degradagao de protemas irreversivel- 
mente desdobradas. Em todas as celulas, essas redes envol- 
vem centenas de enzimas e protemas especializadas. 

Como visto na Figura 4-25, a vida de uma protema en- 
globa muito mais do que sua smtese e degradagao. A estabi- 
lidade marginal da maioria das protemas pode produzir um 
balango tenue entre os estados dobrados e desdobrados. A 
medida que as protemas sao sintetizadas nos ribossomos 
(Capitulo 27), elas devem dobrar-se em sua conformagao 
nativa. Algumas vezes isso ocorre espontaneamente, porem 
mais frequentemente isso ocorre com a assistencia de en¬ 
zimas e complexes especializados chamados chaperonas. 
Muitos desses mesmos auxiliares do enovelamento atuam 
para redobrar protemas que se tornaram transitoriamente 
desdobradas. As protemas inapropriadamente dobradas 
frequentemente expoem superficies hidrofobicas que as 
tornam “pegajosas”, conduzindo a formagao de agregados 
inativos. Esses agregados podem perder suas fungoes nor¬ 
mals, mas nao sao inertes; sen acumulo nas celulas situa- 
-se no centre de doengas que vao de diabetes a doengas de 
Parkinson e Alzheimer. Nao surpreendentemente, todas as 
celulas elaboraram vias de reciclagem e/ou degradagao de 
protemas irreversivelmente deformadas. 

Agora serao abordadas as transigoes entre os estados 
dobrados e desdobrados, e a rede de vias que controlam 
essas transigoes. 

A perda de estrutura da protema resulta na 
perdadefun^ao 

As estruturas proteicas evoluiram para atuar em determi- 
nados ambientes celulares. Condigoes diferentes daquelas 
da celula podem resultar em mudangas estruturais grandes 
ou pequenas na protema. A perda de estrutura tridimensio¬ 
nal suficiente para causar a perda de fungao e chamada de 



amorfos Oligomeros amiloides 



Fragmentos peptidicos 


FIGURA 4-25 Vias que contribuem para proteostase. Tres tipos de 
processes contribuem para proteostase. Primeiro, as proteinas sao sintetiza¬ 
das no ribossomo. Segundo, multiplas vias contribuem para o enovelamento 
proteico, muitas dessas envolvem a atividade de complexes chamados cha¬ 
peronas. As chaperonas (incluindo as chaperoninas) tambem contribuem 
para o redobramento de proteinas parcialmente ou transitoriamente desdo¬ 
bradas. Finalmente, proteinas irreversivelmente desdobradas estao sujeitas 
ao sequestro e a degradagao por varias vias adicionais. As proteinas desdo¬ 
bradas e os intermediaries proteicos enovelados que escapam do controle 
de qualidade das chaperonas e das vias de degradagao podem agregar, for- 
mando tanto agregados desordenados quanto agregados organizados do 
tipo amiloide que contribuem para doengas e processes de envelhecimento. 


desnaturagao. 0 estado desnaturado nao necessariamen- 
te corresponde ao desdobramento completo da protema e 
a randomizagao da conformagao. Na maioria das condigoes, 
as protemas desnaturadas existem como um conjunto de 
estados parcialmente dobrados. 

A maioria das protemas pode ser desnaturada pelo calor, 
que tern efeitos complexes nas muitas interagoes fracas da 
protema (principalmente sobre as ligagoes de hidrogenio). 
Se a temperatura e aumentada lentamente, a conformagao 
da protema em geral permanece Intacta ate que, em uma 
estreita faixa de temperatura, ocorre uma perda abrupta 
da estrutura (e da fungao) (Figura 4-26). A mudanga re- 
pentina sugere que o desdobramento e um processo coo¬ 
perative: a perda de estrutura em uma parte da protema 
desestabiliza as outras partes. Os efeitos do aquecimento 
sobre as protemas nao sao facilmente preditos. As protei¬ 
nas altamente termorresistentes de bacterias termofilicas e 
de arquibacterias evoluiram para funcionar na temperatura 
das fontes termais (~100°C). Mesmo assim, as estruturas 
dessas proteinas diferem pouco de suas proteinas homolo- 
gas de bacterias como a Escherichia coli. Nao se sabe ao 
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FIGURA4-26 Desnatura^aodeprotemas. Os resultados correspondem a 
proteinas desnaturadas por duas modificagoes diferentes em seus ambientes. 
Em cada caso, a transigao entre o estado dobrado e o estado nao dobrado e 
abrupta, sugerindo cooperatividade neste processo. (a) Desnaturagao termica 
da apomioglobina (mioglobina sem o grupo prostetico heme) de cavalo e da 
ribonuclease A (com suas ligagoes dissulfeto intactas; ver Figura 4-27). 0 ponto 
medio da faixa de temperatura em que ocorre a desnaturagao e chamado de 
temperatura de fusao, ou T^. A desnaturagao da apomioglobina foi monitora- 
da por dicroismo circular (ver Figura 4-10), que mede a quantidade de estrutu- 
ra helicoidal na proteina. A desnaturagao da ribonuclease A foi acompanhada 
pelo monitoramento das mudangas na fluorescencia intrinseca da proteina, 
que e afetada pelas mudangas no ambiente dos residuos deTrp. (b) Desnatu¬ 
ragao da ribonuclease A, com suas ligagoes dissulfeto intactas, pelo hidroclore- 
to de guanidina (GdnHCI), monitorado por dicroismo circular. 


certo como essas pequenas diferengas garantem a estabili- 
dade estmtural em altas temperaturas. 

As proteinas tambem podem ser desnaturadas por pHs 
extremos, por certos solventes organicos misciveis, como 
alcool ou acetona, por certos solutos como ureia e hidroclo- 
reto de guanidina, ou por detergentes. Cada um desses agen- 
tes desnaturantes representa um tratamento relativamente 
brando, ja que nenhuma ligagao covalente da cadeia polipep- 
tidica e rompida. Solventes organicos, ureia e detergentes 
atuam, principalmente, rompendo as interagoes hidrofobi- 
cas que mantem o nucleo estavel das proteinas globulares; 
a ureia tambem rompe as ligagoes de hidrogenio; extremos 
de pH alteram a carga liquida da proteina, causando repulsao 
eletrostatica e o rompimento de algumas ligagoes de hidro¬ 
genio. As estruturas desnaturadas resultantes desses varies 
tratamentos nao sao, necessariamente, as mesmas. 


A desnaturagao frequentemente leva a precipitagao de 
proteinas, uma consequencia da formagao de agregados 
proteicos pela exposigao de superficies hidrofobicas asso- 
ciadas. Os agregados sao, com frequencia, altamente desor- 
denados. 0 precipitado proteico visto apos ferver um ovo e 
um exemplo. Agregados mais ordenados tambem sao obser- 
vados em algumas proteinas, como sera visto. 

A sequencia de aminoacidos determina a 
estrutura terciaria 

A estrutura terciaria de uma proteina globular e determi- 
nada por sua sequencia de aminoacidos. A prova mais im- 
portante disso vem dos experimentos que mostram que 
a desnaturagao de algumas proteinas e reversivel. Certas 
proteinas globulares desnaturadas por temperatura, extre¬ 
mos de pH ou agentes desnaturantes reassumem suas es¬ 
truturas nativas e suas atividades biologicas se retornarem 
as condigoes nas quais a conformagao nativa e estavel. Esse 
processo e chamado de renaturagao. 

Um exemplo classico e a desnaturagao e a renaturagao 
da ribonuclease A, demonstradas por Christian Anfinsen nos 
anos 1950. A ribonuclease A purificada desnatura completa- 
mente em uma solugao concentrada de ureia, na presenga 
de um agente redutor. 0 agente redutor rompe as quatro li¬ 
gagoes dissulfeto, resultando em oito residuos Cys, e a ureia 
rompe as interagoes hidrofobicas de estabilizagao, desta for¬ 
ma liberando todo o polipeptideo de sua conformagao do- 
brada. A desnaturagao da ribonuclease e acompanhada por 
uma completa perda de atividade catalitica. Quando a ureia 
e o agente redutor sao removidos, a ribonuclease desnatura- 
da, aleatoriamente enrolada, se dobra de modo espontaneo 
em sua estrutura terciaria correta, com restauragao total de 
sua atividade catalitica (Figura 4-27). 0 reenovelamento 
da ribonuclease e tao precise que as quatro ligagoes dissul¬ 
feto intramoleculares sao restabelecidas na molecula rena- 
turada nas mesmas posigoes da ribonuclease nativa. Mais 
tarde, resultados semelhantes foram obtidos utilizando a 
ribonuclease A cataliticamente ativa quimicamente sinteti- 
zada. Isso elimina a possibilidade de que algum contaminan- 
te minoritario da preparagao da ribonuclease purificada por 
Anfinsen tenha contribuido para a renaturagao da enzima, 
afastando assim qualquer duvida que poderia restar de que 
essa enzima se dobra espontaneamente. 

0 experimento de Anfinsen forneceu a primeira eviden- 
cia de que a sequencia de aminoacidos de uma cadeia po- 
lipeptidica contem todas as informagoes necessarias para 
o enovelamento da cadeia em sua estrutura tridimensional 
nativa. Trabalhos posteriores demonstraram que somente 
uma minoria de proteinas, muitas delas pequenas e estaveis 
por natureza, se dobrara espontaneamente em sua forma 
nativa. Apesar de todas as proteinas terem o potencial de se 
dobrar em sua estrutura nativa, muitas delas necessitam de 
alguma assistencia. 

Os polipeptideos dobram-se rapidamente por um 
processo gradual 

Nas celulas vivas, as proteinas sao construidas, a partir dos 
aminoacidos, em uma velocidade muito alta. Por exemplo, 
as celulas de E. coli podem fazer uma molecula de proteina 
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FIGURA 4-27 Renatura^ao da ribonuclease desnaturada e desdobra- 

da. A ureia desnatura a ribonuclease, e o mercaptoetanol (HOCH 2 CH 2 SH) a 
reduz, rompendo as ligapoes dissulfeto e liberando os oito residuos de Cys. 
A renaturapao envolve o restabelecimento correto das ligapoes dissulfeto 
transversals. 


completa, biologicamente ativa, com 100 residuos de ami- 
noacidos, em 5 segundos a 37°C. No entanto, a sintese das 
ligagoes peptidicas no ribossomo nao e suficiente; a pro- 
teina deve dobrar-se. 

Como a cadeia polipeptidica chega a sua conformagao 
nativa? Suponha-se, de forma conservadora, que cada um 
dos residuos de aminoacidos pode assumir, em media, 10 
conformagoes diferentes, resultando em 10^°° conforma- 
goes diferentes do polipeptideo. Suponha-se, tambem, que 
a proteina se dobra espontaneamente por um processo 
aleatorio no qual ela testa todas as conformagoes possi- 
veis em torno de cada uma das ligagoes de seu esqueleto 
ate encontrar sua forma nativa, biologicamente ativa. Se 
cada conformagao fosse testada no menor tempo possivel 
C~10”^^ segundos, ou o tempo necessario para uma unica 
vibragao molecular), levaria aproximadamente 10^^ anos 
para testar todas as possiveis conformagoes. Claramente, 
o enovelamento de proteinas nao e um processo comple- 
tamente aleatorio, de tentativa e erro. Deve haver atalhos. 
Esse problema foi apontado pela primeira vez por Cyrus 
Levinthal, em 1968, sendo algumas vezes chamado de pa- 
radoxo de Levinthal. 


A rota de enovelamento de uma cadeia polipeptidica 
grande e muito complicada. No entanto, rapido progresso 
tern sido feito nesse campo, o suficiente para produzir al- 
goritmos robustos que podem frequentemente predizer a 
estrutura de proteinas menores, com base em suas sequen- 
cias de aminoacidos. As principals vias de enovelamento sao 
hierarquicas. As estruturas secundarias locals se formam 
primeiro. Certas sequencias de aminoacidos se dobram 
prontamente em helices a ou folhas /3, guiadas por restri- 
goes como aquelas revisadas na discussao sobre estruturas 
secundarias. Interagoes ionicas, envolvendo grupos carre- 
gados que normalmente estao proximos na sequencia linear 
da cadeia polipeptidica, podem ter um papel importante 
no direcionamento dos primeiros passos de enovelamento. 
0 arranjo de estruturas locals e seguido por interagoes de 
longo alcance entre, por exemplo, elementos da estrutura 
secundaria que se aproximam para formar estruturas eno- 
veladas estaveis. As interagoes hidrofobicas exercem um 
papel significative ao longo do processo, ja que a agregagao 
das cadeias laterals de aminoacidos apolares fornece uma 
estabilizagao entropica a intermediaries e, por fim, a estru¬ 
tura enovelada final. 0 processo continua ate a formagao 
de dominies completes e ate que todo o polipeptideo esteja 
dobrado (Figura 4-28). Proteinas nas quais predominam 
as interagoes de curto alcance (entre pares de residuos ge- 
ralmente localizados proximos um do outro na sequencia 
polipeptidica) tendem a se dobrar mais rapidamente do que 


Sequencia de aminoacidos de um peptideo de 56 residuos. 


MTYKLIL NGKTLKGE TTTEAVDAATAEKV FKQYANDN GVDGEWT YDDATKTF TVTE 



1-56 


FIGURA 4-28 Uma via de enovelamento proteico definida para uma 
protema pequena. Uma via hierarquica e mostrada com base em modela- 
gem computacional. Primeiro, pequenas regioes de estrutura secundaria sao 
agrupadas e, entao, gradualmente incorporadas em estruturas maiores. 0 pro- 
grama usado para este modelo tern tido muito exito na predigao da estrutura 
tridimensional de pequenas proteinas a partir de sua sequencia de aminoaci¬ 
dos. Os numeros indicam os residuos de aminoacidos desse peptideo de 56 
residuos que adquiriu sua estrutura final em cada uma das etapas mostradas. 
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protemas com padroes de enovelamento mais complexes e 
com mais interagoes de longo alcance entre os diferentes 
segmentos. A medida que as protemas com multiples do¬ 
minies sao sintetizadas, dominies proximos a extremidade 
aminoterminal (sintetizadas primeiro) podem se dobrar an¬ 
tes do polipeptideo inteiro ter side montado. 

Termodinamicamente, o processo de enovelamento pode 
ser visto como um tipo de funil de energia livre (Figura 
4-29). Os estados nao dobrados sao caracterizados por um 
alto grau de entropia conformacional e energia livre relati- 
vamente alta. A medida que o enovelamento ocorre, o es- 
treitamento do funil reflete a diminuigao do espago confor¬ 
macional que deve ser procurado, a medida que a proteina 
se aproxima de seu estado native. As pequenas depressoes 
ao longo das paredes do funil de energia livre representam 
intermediaries semiestaveis, que podem tornar o processo 
de enovelamento um pouco mais lento. No fundo do funil, o 
conjunto de intermediaries dobrados e reduzido a uma unica 
conformagao nativa (ou a um pequeno conjunto de confor- 
magoes nativas). Os funis podem ter uma variedade de for¬ 
mas dependendo da complexidade da via de enovelamento, 
da existencia de intermediaries semiestaveis, e do potencial 
de intermediaries em particular se reunirem em agregados 
de protemas erroneamente dobradas (Figura 4-29). 

A estabilidade termodinamica nao e igualmente distri- 
buida na estrutura da proteina - a molecula tern regioes 
de relativamente alta estabilidade e outras de estabilidade 
baixa ou desprezivel. Por exemplo, uma proteina pode ter 
dois dominios estaveis ligados por um segmento inteira- 
mente desordenado. Regioes de menor estabilidade podem 
permitir a proteina alterar sua conformagao entre dois ou 
mais estados. Como sera visto nos proximos dois capitulos, 
variagoes na estabilidade em regioes de uma proteina sao, 
com frequencia, essenciais para sua fungao. Proteinas ou 


segmentos proteicos intrinsecamente desordenados nao se 
dobram de forma alguma. 

A medida que o entendimento sobre estrutura e eno¬ 
velamento de proteinas evolui, programas computacionais 
sofisticados para a predigao da estrutura das proteinas a 
partir da sequencia de aminoacidos tern sido desenvolvi- 
dos. A predigao da estrutura tridimensional das proteinas e 
uma das especialidades da bioinformatica, e os progressos 
nessa area sao monitorados com um teste bianual chama- 
do de competigao CASP (Critical Assessment of Structural 
Prediction, ou Avaliagao Critica da Predigao Estrutural). 
Grupos de diversas partes do mundo tentam predizer a 
estrutura de certa proteina (cuja estrutura ja foi deter- 
minada, mas ainda nao foi publicada). Os grupos que tern 
mais sucesso sao convidados a apresentar seus resultados 
na conferencia da CASP. 0 sucesso desses esforgos esta 
melhorando rapidamente. 

Algumas proteinas se dobram de forma assistida 

Nem todas as proteinas se dobram espontaneamente a me¬ 
dida que sao sintetizadas dentro da celula. 0 enovelamento 
de muitas proteinas necessita de chaperonas, proteinas 
que interagem com polipeptideos parcialmente dobrados 
ou dobrados de forma incorreta, facilitando os mecanismos 
de enovelamento correto ou garantindo um microambien- 
te adequado para ocorrer o enovelamento. Varios tipos de 
chaperonas moleculares foram encontrados em organismos 
que vao desde bacterias ate humanos. As duas principals 
familias de chaperonas, ambas bem estudadas, sao a familia 
da Hsp70 e as chaperoninas. 

A familia de proteinas Hsp70 geralmente tern massa 
molecular proxima de 70.000 e sao abundantes em celulas 
submetidas a altas temperaturas (por isso, a denomina- 



FIGURA 4-29 Termodinamica do enovelamento proteico, mostrado 
como funil de energia livre. A medida que as proteinas se dobram, o 
espaqo conformacional que pode ser explorado pela estrutura fica restrito. 
Este e modelado como funil termodinamico tridimensional, com AG repre- 
sentado como profundidade e com a estrutura nativa (N) no fundo (ponto 
de menor energia-livre). 0 funil para determinada proteina pode ter uma 
variedade de formas, dependendo do numero e dos tipos de intermedia¬ 
ries de enovelamento nas vias de enovelamento. Qualquer intermediario 
de enovelamento com estabilidade significative e um tempo de vida finite 
estaria representado como um minimo de energia-livre local - uma depres- 
sao na superficie do funil. (a) Um funil simples, mas relativamente ampio 
e suave representa uma proteina com multiples vias de enovelamento (ou 
seja, a ordem em que as partes distintas da proteina se dobram seria de al¬ 
guma forma aleatoria), mas que assume sues estruturas tridimensionais sem 


intermediaries de enovelamento com estabilidade significative, (b) Este funil 
representa uma proteina mais comum com multiples intermediaries de eno¬ 
velamento possiveis com estabilidade significative nas varies vias que levam 
a estrutura nativa. (c) Uma proteina com estrutura nativa estavel, essencial- 
mente sem intermediaries de enovelamento com estabilidade significative, 
e apenas uma ou muito poucas vias de enovelamento produtivo esta mos- 
trada como um funil com uma depressao estreita levando a forma nativa. 
(d) Uma proteina com intermediaries de enovelamento com estabilidade 
substancial em praticamente qualquer via que leva ao estado native (ou seja, 
uma proteina na qual um motive ou dominio particular sempre se dobra 
rapidamente, mas as outras partes da proteina se dobram mais lentamente 
e em ordem aleatoria) esta representada por um funil com uma depressao 
principal ao redor da depressao que leva a forma nativa. 
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gao “protemas de choque termico”, do ingles heat shock 
proteins, deM^ 70.000, on Hsp70). As protemas Hsp70 se 
ligam a regioes nao dobradas do peptideo rico em residuos 
hidrofobicos. Dessa forma, essas chaperonas “protegem” 
da desnaturagao pela temperatura tanto as moleculas de 
protema quanto as novas moleculas de peptideo que es- 
tao sendo sintetizadas (e ainda nao estao dobradas). As 
protemas Hsp70 tambem bloqueiam o enovelamento de 
certas protemas que devem permanecer nao dobradas ate 
que sejam deslocadas atraves da membrana (como des- 
crito no Capltulo 27). Algumas chaperonas tambem faci- 
litam o arranjo quaternario de protemas oligomericas. As 
protemas Hsp70 se ligam aos polipeptideos e os liberam 
em um ciclo que utiliza a energia da hidrolise do ATP e 
envolve diversas outras protemas (incluindo uma classe 
chamada de Hsp40). A Figura 4-30 ilustra um enovela¬ 
mento assistido por chaperona, como o elucidado para as 
chaperonas Hsp70 e Hsp40 eucarioticas. A ligagao de um 


Agregados 



Hsp70-ATP aberta Hsp70-ADP fechada 

Baixa afinidade Alta afinidade 

FIGURA 4-30 As chaperonas no enovelamento proteico. A rota pela 
qual as chaperonas da classe Hsp70 se ligam aos polipeptideos e os liberam 
e ilustrada pelas chaperonas eucarioticas Hsp70 e Hsp40. As chaperonas nao 
promovem diretamente o enovelamento da proteina, mas evitam a forma- 
pao de agregados de peptideos nao dobrados. As proteinas nao dobradas 
ou parcialmente dobradas primeiro se ligam a forma aberta da Hsp70 ligada 
ao ATP (PDB ID 2QXL). A Hsp40 entao interage com esse complexo e induz a 
hidrolise do ATP produzindo a forma fechada do complexo (derivado de PDB 
ID 2KHO e 1DKZ), na qual os dominios coloridos em cor de laranja e amarelo 
estao juntos como as duas partes de uma mandibula, mantendo presas par¬ 
tes da proteina desdobrada. A dissociapao do ADP e a reciclagem de Hsp70 
requer a interapao com outra proteina, um fator de troca de nucleotideo 
(NEF). Em uma populapao de moleculas de polipeptideos, alguma frapao das 
moleculas liberadas apos a ligapao transitoria das proteinas parcialmente 
dobradas pela Hsp70 assumira a conformapao nativa. As remanescentes sao 
novamente ligadas pela Hsp 70 ou desviadas para o sistema das chapero- 
ninas (Hsp60; ver Figura 4-31). Em bacterias, as chaperonas Hsp70 e Hsp40 
sao chamadas DnaK e DnaJ, respectivamente. DnaK e DnaJ foram primeiro 
identificadas como proteinas necessarias para a replicapao in vitro de certas 
moleculas de DNA viral (por isso a designapao"Dna"). 


peptideo nao dobrado a chaperona Hsp70 pode quebrar 
um agregado proteico ou prevenir a formagao de um novo 
agregado. Quando o peptideo ligado e liberado, ele tern a 
chance de retomar o enovelamento a sua estrutura nativa. 
Se o enovelamento nao ocorrer rapido o suficiente, o po- 
lipeptideo pode ser ligado de novo e o processo se repete. 
Alternativamente, o polipeptideo ligado a Hsp70 pode ser 
entregue a uma chaperonina. 

Chaperoninas sao complexos elaborados de protemas 
necessaries para o enovelamento de algumas protemas 
celulares que nao se dobram espontaneamente. Em E. 
coli, estima-se que de 10 a 15% das protemas celulares ne- 
cessitam do sistema de chaperoninas residentes, chama- 
do de GroEL/GroES, para o enovelamento nas condigoes 
normals (mais de 30% precisam de assistencia quando as 
celulas sao submetidas ao estresse por calor). Em eucario- 
tos, o sistema de chaperoninas analogo chama-se Hsp60. 
As chaperoninas se tornaram conhecidas quando foram 
consideradas necessarias para o crescimento de certos vi¬ 
rus bacterianos (por isso, a designagao “Gro”, de growth'). 
Essa familia de proteinas e estruturada como uma serie 
de aneis de multiplas subunidades, formando duas cama- 
ras orientadas uma de costas para a outra. Uma proteina 
desdobrada primeiro se liga a uma superficie hidrofobica 
exposta proxima a extremidade apical de uma camara 
GroEL. A proteina e entao presa dentro da camara, fecha¬ 
da transitoriamente, pela “tampa” GroES (Figura 4-31). 
A GroEL sofre mudangas conformacionais substanciais, 
associadas a hidrolise lenta de ATP que tambem regula a 
ligagao e a liberagao de GroES. Dentro da camara, uma 
proteina tern cerca de 10 segundos para se dobrar - o tem¬ 
po necessario para a hidrolise do ATP ligado. A restrigao 
de uma proteina dentro da camara previne a agregagao 
proteica inapropriada e tambem restringe o espago con- 
formacional que a cadeia polipeptidica pode explorar a 
medida que ela se enovela. A proteina e liberada quando 
GroES se dissocia, mas pode religar rapidamente para ou¬ 
tre ciclo se o enovelamento nao tiver side complete. As 
duas camaras em um complexo GroEL se alternam na liga¬ 
gao e liberagao dos substrates polipeptidicos. Em eucario- 
tos, o sistema Hsp60 utiliza um sistema semelhante para o 
enovelamento de proteinas. No entanto, em vez da tampa 
GroES, protrusoes dos dominios apicais das subunidades 
se flexionam e fecham a camara. 0 ciclo hidrolitico do ATP 
tambem e mais lento nos complexos HspGO, dando mais 
tempo a proteina retida na camara para o enovelamento. 

Finalmente, as rotas de enovelamento de algumas pro¬ 
teinas requerem duas enzimas que catalisam reagoes de 
isomerizagao. A protema dissulfeto-isomerase (PDI) 
e uma enzima amplamente distribuida que catalisa a inter- 
conversao, ou modificagao, de ligagoes dissulfeto ate que 
as ligagoes da conformagao nativa sejam formadas. Entre 
suas fungoes, a PDI catalisa a eliminagao de intermedia- 
rios dobrados com ligagoes dissulfeto transversals inade- 
quadas. A peptideo-prolil-cis-trans-isomerase (PPI) 
catalisa a interconversao de isomeros cis e trans de liga¬ 
goes peptidicas de residuos de Pro (Figura 4-8), que pode 
representar um passo lento no enovelamento de proteinas 
que contem algumas ligagoes peptidicas com Pro na con¬ 
formagao cis. 









148 DAVID L. NELSON & MICHAEL M. COX 


(a) Intermediario de enovelamento 






GroES 


7 ATP 


Intermediario de Proteina 
enovelamento nativa 
lento 


7 ADP 


(b) 




Intermediario de enovelamento 
entregue pela Hsp70-ADP 


FIGURA 4-31 As chaperoninas no enovelamento de protemas. (a) 

Mecanismo de agao proposto para as chaperoninas GroEL (membro da fami- 
lia de proteinas Hsp60) e GroES de E. coli. Cada complexo GroEL consiste em 
dois aneis heptamericos que formam duas camaras grandes (cada subuni- 
dade com 57.000). A GroES, tambem urn heptamero (subunidades de 
10.000), bloqueia a entrada de uma das camaras na GroEL depois da ligaqao, 
dentro da camara, de uma proteina desdobrada. A camara com a proteina 
desdobrada e designada como cis; o oposto e designado trons. 0 enove¬ 


lamento ocorre no interior da camara cis, durante o tempo que leva para 
hidrolisar os 7 ATP ligados as subunidades no anel heptamerico. As molecu- 
las de GroES e de ADP entao se dissociam, e a proteina e liberada. As duas 
camaras do sistema GroEL/Hsp60 alternam a ligaqao e facilitam o enovela¬ 
mento das proteinas clientes. (b) Imagens da superficie e corte longitudinal 
do complexo GroEL/GroES (PDB ID 1 AON). 0 corte (abaixo) ilustra o grande 
espaqo interno no qual as outras proteinas se ligam. 


Defeitos no enovelamento proteico fornecem a 
base molecular para uma ampla gama de doen^as 
geneticas em humanos 

Apesar da participagao de muitos processes que assis- 
tem 0 enovelamento proteico, erros podem ocorrer. De 
fato, 0 enovelamento proteico errado e um problema subs- 
tancial para a celula, e um quarto ou mais de todos os poli- 
peptideos sintetizados e destruido por nao se dobrar correta- 
mente. Em alguns cases, os erros de enovelamento causam 
ou contribuem para o desenvoMmento de doengas graves. 

Muitas condigoes, incluindo diabetes do tipo 2, doenga 
de Alzheimer, doenga de Huntington e doenga de Parkinson, 
estao associadas com um mecanismo de enovelamento erro- 
neo: uma proteina soluvel normalmente secretada pela celula 
e secretada em um estado de enovelamento errado, sendo 
convertida em uma fibra amiloide extracelular insoluvel. As 
doengas sao coletivamente chamadas de amiloidoses. As 
fibras sao altamente ordenadas e nao ramificadas, com um 
diametro de 7 a 10 nm e alto conteudo de estruturas do tipo 
folha /3. Os segmentos /3 sao orientados de forma perpendicu¬ 
lar ao eixo da fibra. Em algumas fibras amiloides, a estrutura 


geral apresenta duas camadas de folhas p longas, como aque- 
la mostrada para o peptideo /3-amiloide, na Figura 4-32. 

Muitas protemas podem assumir a estrutura da fibrila 
amiloide como alternativa para sua conformagao dobrada 
normal, e a maioria dessas protemas tern grande concentra- 
gao de residues de aminoacidos aromaticos em uma regiao 
central das folhas p ou helice a. As protemas sao secreta- 
das em uma conformagao nao totalmente dobrada. 0 nucleo 
(ou parte dele) se dobra em uma folha p antes que o resto 
da proteina se dobre corretamente, e as folhas p de duas ou 
mais moleculas de proteinas com enovelamento incomplete 
se associam para comegar a formagao de uma fibrila amiloi¬ 
de. A fibrila cresce no espago extracelular. Outras partes da 
proteina, entao, se dobram de forma diferente, ficando exter- 
nas ao nucleo de folhas p da fibrila em formagao. 0 efeito dos 
aminoacidos aromaticos na estabilizagao da estrutura e mos- 
trado na Figura 4-32c. A maioria das moleculas proteicas se 
dobra corretamente; por isso, o surgimento dos sintomas das 
amiloidoses geralmente e muito lento. Se uma pessoa herda 
uma mutagao, como a substituigao de um residue aromatico 
em uma posigao que favorece a formagao de fibrilas amiloi¬ 
des, os sintomas da doenga podem comegar mais cede. 
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Outros arranjos de protofilamentos 
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(b) Peptideo jS-amiloide (c) Fibrilas amiloides 


FIGURA 4-32 Forma^ao das fibrilas amiloides causadoras de doen^as. 

(a) Moleculas de proteinas cuja estrutura normal inclui regioes de folhas jS 
passam por enovelamento parcial. Em urn pequeno numero de moleculas, 
antes do enovelamento complete, as regioes de folhas (3 de urn polipeptideo 
se associam com a mesma regiao de outro polipeptideo, formando o nucleo 
de urn amiloide. Outras moleculas de proteina lentamente se associam ao 
amiloide e o estendem para formar uma fibrila. (b) 0 peptideo j3-amiloide 
inicia como dois segmentos a-helicoidais de uma proteina maior. A clivagem 
proteolitica desta proteina maior libera o peptideo jS-amiloide relativamente 
instavel, que perde sua estrutura a-helicoidal. Ele pode, entao, lentamente ser 
organizado em fibrilas amiloides (c), que contribuem para as placas caracte- 
risticas no exterior do tecido nervoso das pessoas com doenqa de Alzheimer. 
As cadeias laterais aromaticas mostradas aqui exercem urn papel significative 
na estabilizaqao da estrutura amiloide. A estrutura amiloide e rica em folhas 
jS, com as fitas (3 arranjadas perpendicularmente ao eixo da fibrila amiloide. 0 
peptideo jS-amiloide assume a forma de duas camadas de folhas (3 paralelas 
estendidas. Alguns peptideos formadores de amiloide podem se dobrar na 
forma de helices jS voltadas para esquerda (ver Eigura 4-22). 


Em eucariotos, as proteinas destinadas a secregao ini- 
ciam sen enovelamento no reticulo endoplasmatico (RE; 
conferir via no Capitulo 27). Quando ocorrem condigoes 
de estresse on quando a sintese proteica ameaga sobrecar- 
regar a capacidade de enovelamento proteico do RE, pode 
ocorrer o acumulo de proteinas desdobradas. Essas condi- 
goes disparam a resposta a proteinas nao dobradas (UPR, 


de unfolded protein response'). Um conjunto de regulado- 
res transcricionais que constituem a UPR alinha os varios 
sistemas por aumentar a concentragao de chaperonas no 
RE on por diminuir a taxa global de sintese proteica, on am- 
bos. Os agregados amiloides que se formam antes da UPR 
podem ser removidos. Alguns sao degradados por autofa- 
gia. Nesse processo, eles sao primeiro encapsulados em 
uma membrana, e, entao, o conteudo da vesicula resultante 
e degradado apos a fusao com um lisossomo citosolico. Al- 
ternativamente, as proteinas erroneamente dobradas po¬ 
dem ser degradadas por um sistema de proteases chamado 
sistema ubiquitina-proteossomo (descrito no Capitulo 27). 
Defeitos em qualquer um desses sistemas diminuem a ca¬ 
pacidade de lidar com proteinas erroneamente dobradas e 
aumentam a propensao para o desenvoMmento de doengas 
amiloides. 

Algumas amiloidoses sao sistemicas, envolvendo varios 
tecidos. A mais simples e causada pela deposigao de fibrilas 
formadas por cadeias leves de imunoglobulinas com enovela¬ 
mento incorreto (ver Capitulo 5), on fragmentos de cadeias 
leves derivados da degradagao proteolitica. A idade media de 
aparecimento e de 65 anos. Os pacientes tern sintomas como 
fadiga, rouquidao, inchago e perda de peso, e muitos morrem 
dentro de um ano apos o diagnostico. Os rins e o coragao 
geralmente sao os orgaos mais afetados. Algumas amiloido¬ 
ses estao associadas com outros tipos de doengas. Indivi- 
duos com certas infecgoes cronicas on doengas inflamatorias 
como artrite reumatoide, tuberculose, fibrose cistica e alguns 
canceres podem ter um grande aumento de secregao de um 
polipeptideo pro-amiloide chamado de proteina amiloide se- 
rica A (SAA, do ingles serum amyloid A). Essa proteina, on 
fragmentos dessa proteina, se deposita no tecido conectivo 
do bago, dos rins, do figado e ao redor do coragao. Individuos 
com essa condigao, conhecida como amiloidose sistemica se¬ 
cundaria, apresentam imimeros sintomas, dependendo dos 
orgaos inicialmente afetados. A doenga geralmente e fatal 
dentro de poucos anos. Mais de 80 amiloidoses estao associa¬ 
das com mutagoes na transtirretina (proteina que se liga aos 
hormonios da tireoide e os transporta, distribuindo-os pelo 
corpo e cerebro). Uma grande variedade de mutagoes nessa 
proteina leva a deposigao amiloide, concentrada ao redor de 
diferentes tecidos, produzindo assim diferentes sintomas. As 
amiloidoses tambem estao associadas com mutagoes here- 
ditmas nas proteinas lisozima, cadeia a do fibrinogenio A 
e apolipoproteinas A-I e A-II, todas descritas nos capitulos 
posteriores. 

Algumas doengas amiloides estao associadas com or¬ 
gaos especificos. A proteina pro-amiloide geralmente e se- 
cretada somente pelos tecidos afetados, e sua alta concen¬ 
tragao local leva a deposigao de amiloide ao redor do tecido 
(embora algumas proteinas possam estar sistematicamente 
distribuidas). Um lugar comum de deposigao de amiloide e 
proximo as celulas das ilhotas /3 pancreaticas, responsaveis 
pela secregao de insulina e regulagao do metabolismo de 
glicose (ver Eigura 23-26). A secregao pelas celulas /B de 
um pequeno peptideo (37 aminoacidos), chamado de poli¬ 
peptideo amiloide das ilhotas (PPAI, on lAPP, do ingles islet 
amyloid polypeptide), pode levar a deposigao de amiloide 
ao redor das ilhotas, destruindo gradualmente as celulas. 
Um adulto saudavel tern de 1 a 1,5 milhao de celulas /B pan¬ 
creaticas. Com a perda progressiva dessas celulas, a home- 
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Morte por enovelamento errado: as doen^as pridnicas 


MEDICINA 


Uma proteina cerebral dobrada de forma errada parece 
ser o agente causador de doengas cerebrals neurodege- 
nerativas raras em mamiferos. Talvez a mais conhecida 
seja a encefalopatia espongiforme bovina (EEB, ou BSE, 
do ingles bovine spongiform encephalopathy] tambem 
conhecida como doenga da vaca louca). Doengas relacio- 
nadas incluem a kuru e a doenga de Creutzfeldt-Jakob 
em humanos, scrapie em ovinos, e doenga debilitante 
cronica em cervos e alces. Essas doengas tambem sao 
conhecidas como encefalopatias espongiformes porque o 
cerebro doente frequentemente se torna cheio de bura- 
cos (Figura Q-1). A deterioragao progressiva do cerebro 
leva a um espectro de sintomas neurologicos, incluindo 
perda de peso, comportamento erratico, problemas de 
postura, equilibrio e coordenagao, e perda da capacidade 
cognitiva. Essas doengas sao fatais. 

Nos anos de 1960, pesquisadores descobriram que 
amostras de agentes causadores de doenga pareciam nao 
center acidos nucleicos. Naquela epoca, Tikvah Alper su- 
gerin que o agente fosse uma proteina. Inicialmente, a 
ideia parecen uma heresia. Todos os agentes causadores 
de doengas conhecidos ate aquele memento - virus, bac- 
terias, fungos, e assim por diante - continham acidos nu¬ 
cleicos, e sua virulencia estava relacionada a reprodugao 
genetica e propagagao. Entretanto, quatro decadas de 
investigagoes, realizadas mais notavelmente por Stanley 
Prusiner, forneceram evidencias de que as encefalopatias 
espongiformes sao diferentes. 

Os agentes infecciosos foram identificados como uma 
unica proteina 28.000), que Prusiner apelidou de 
proteina prion (PrP). 0 nome foi derivado de protei¬ 
naceous infectious (proteina infecciosa), mas Prusiner 



FIGURA Q-1 Secgao corada de cortex cerebral, da necropsia de um 
paciente com a doenpa de Creutzfeldt-Jakob, mostra a degenerapao es¬ 
pongiforme (vacuolar), a caracteristica neuro-histologica mais comum. Os 
vacuolos amarelados sao intracelulares e ocorrem, majoritariamente, em 
processes pre e pos-sinapticos de neuronios. Os vacuolos nesta secpao 
variam de 20 a 100 ixm em diametro. 


achou que “prion” soava melhor do que “proin”. A pro¬ 
teina prion e um constituinte normal do tecido cerebral 
em todos os mamiferos. Seu papel nao e conhecido em 
detalhes, mas deve ter uma fungao de sinalizagao mole¬ 
cular. Linhagens de camundongos sem o gene para PrP 
(e, por isso, sem a proteina) sofrem efeitos maleficos nao 
obvios. A doenga ocorre somente quando a PrP celular 
normal, ou PrP^, apresenta uma conformagao alterada 
chamada de PrP®"" (Sc significa scrapie ^. A estrutura de 
PrP^ caracteriza-se por duas helices a. A estrutura de 


V. 


ostase de glicose e afetada e, no final, quando 50% ou mais 
celulas sao perdidas, a condigao evolui para diabetes melito 
do tipo 2 (independente de insulina). 

As doengas de deposigao amiloide que induzem neuro- 
degeneragao, especialmente em adultos idosos, sao uma 
classe especial de amiloidoses localizadas. A doenga de 
Alzheimer esta associada com deposigao amiloide extra- 
celular pelos neuronios, envolvendo o peptideo amiloide 
/3 (Figura 4-32b), derivado de uma grande proteina trans- 
membrana (proteina precursora de amiloide /3) encontra- 
da na maioria dos tecidos humanos. Quando ele faz parte 
de uma proteina maior, o peptideo e composto por dois 
segmentos a-helicoidais que atravessam a membrana. 
Quando os dominios externos e internos sao clivados por 
proteases especificas, o peptideo j8-amiloide relativamen- 
te instavel deixa a membrana e perde sua estrutura a-he- 
licoidal. Ele pode entao tomar a forma de duas camadas 
de folhas /3 paralelas estendidas, que lentamente podem 
se reunir em fibrilas amiloides (Figura 4-32c). 0 depo- 
sito dessas fibras amiloides parece ser a causa primaria 
da doenga de Alzheimer, mas um segundo tipo de agrega- 
do do tipo amiloide, envolvendo a proteina chamada tau. 


tambem ocorre intracelularmente (nos neuronios) em 
pessoas com doenga de Alzheimer. Mutagoes hereditarias 
na proteina tau nao resultam em Alzheimer, mas causam 
demencia frontotemporal e parkinsonismo (condigao com 
sintomas que lembram a doenga de Parkinson), que pode 
ser igualmente devastadora. 

Varias outras condigoes neurodegenerativas envolvem 
agregagao intracelular de proteinas com enovelamento 
errado. Na doenga de Parkinson, a forma mal dobrada 
da proteina a-sinucleina se agrega em massas esfericas 
filamentosas, chamadas de corpos de Lewy. A doenga de 
Huntington envolve a proteina huntingtina, que tern uma 
longa repetigao de poliglutaminas. Em alguns individuos, 
essa repetigao e maior do que o normal, ocorrendo um 
tipo de agregagao intracelular mais sutil. Notavelmen¬ 
te, quando proteinas mutantes humanas envolvidas nas 
doengas de Parkinson e Huntington sao expressas em 
Drosophila melanogaster, as moscas demonstram de- 
generagao expressa como deterioragao dos olhos, tremo- 
res e morte precoce. Todos esses sintomas sao altamente 
suprimidos se a expressao da chaperona Hsp70 tambem 
estiver aumentada. 
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PrP^^ e muito diferente, com a maior parte da estrutu- 
ra convertida em folhas j8 semelhante a amiloide (Figura 
Q-2). A interagao da PiP®"" com a PrP^ converte a ultima 
em PiP^"", iniciando um efeito domino no qual cada vez 
mais proteinas do cerebro se convertem na forma cau- 
sadora da doenga. 0 mecanismo pelo qual a presenga de 
PrpSc j- 0 sulta em encefalopatia espongiforme nao e co- 
nhecido. 

A forma hereditaria das doengas prionicas, uma mu- 
tagao no gene que codifica a PrP, produz uma mudanga 
em um residue de aminoacido que acredita-se tornar a 
conversao de PrP^ em PrP^"^ mais favoravel. Um complete 
entendimento das doengas prionicas aguarda novas in- 
formagoes de como uma proteina prion afeta as fungoes 
cerebrais. Informagoes estruturais sobre PrP estao come- 
gando a fornecer indicatives quanto ao processo mole¬ 
cular que permite as proteinas prionicas interagirem de 
forma a alterar sua conformagao (Figura Q-2). 


FIGURA Q-2 Estrutura do dominio globular de uma PrP humana (PDB 
ID IQLX) e dos modelos de PrP^'^ mal dobrada, na conformagao causado- 
ra de doenga e de um agregado PrP^b As helices a estao marcadas para 
ajudar a ilustrar a mudanga conformacional. A helice A e incorporada na 
estrutura da folha jS da conformagao mal dobrada. 


Protema pnon humana (PrP) 

Helice A 


Helice B 



Helice C 


Helice C 


Helice C 


Helice C 

Agregado de PrPSc (modelo) 


0 mal enovelamento proteico nao necessariamente sig- 
nifica que a formagao de amiloide cause doengas serias. Por 
exemplo, a fibrose cistica e causada por defeitos em uma 
proteina de membrana chamada de reguladora transmem- 
brana da fibrose cistica (CFTR, do ingles cystic fibrosis 
transmembrane conductance'), que atua como canal de 
ions cloreto. A mutagao mais comum que causa a fibrose 
cistica e uma delegao de um residue Phe na posigao 508 
da CFTR, que causa o enovelamento inapropriado da pro¬ 
teina. A maior parte dessa proteina e entao degradada, e 
sua fungao normal e perdida (ver Quadro 11-2). Muitas das 
doengas relacionadas com mutagoes no colageno (p. 130) 
tambem causam um enovelamento defeituoso. Um tipo par¬ 
ticular e famoso de enovelamento errado de proteina pode 
ser visto nas doengas prionicas (Quadro 4-6). ■ 

RESUMO 4.4 Desnatura^ao e enovelamento das proteinas 

► A manutengao do estado estavel da colegao de proteinas 
celulares ativas necessarias em um conjunto de condi- 
goes especificas - chamada proteoestase - envolve um 
conjunto elaborado de vias e processes que dobram, re- 
dobram e degradam cadeias polipeptidicas. 


► A estrutura tridimensional e a fungao da maioria das 
proteinas podem ser destruidas pela desnaturagao, de- 
monstrando uma relagao entre estrutura e fungao. Algu- 
mas proteinas desnaturadas podem renaturar esponta- 
neamente para formar proteinas biologicamente ativas, 
mostrando que as estruturas terciarias sao determina- 
das pela sequencia de aminoacidos. 

► 0 enovelamento de proteinas nas celulas e geralmente 
hierarquico. Inicialmente, regioes de estrutura secunda¬ 
ria podem se formar, o que e seguido pelo enovelamento 
em motives e dominies. Grandes conjuntos de interme¬ 
diaries dobrados sao rapidamente conduzidos a uma 
unica conformagao nativa. 

► Para muitas proteinas, o enovelamento e facilitado por 
chaperonas Hsp70 e por chaperoninas. A formagao de li- 
gagoes dissulfeto e a isomerizagao cis-trans de ligagoes 
peptidicas contendo Pro sao catalisadas por enzimas es¬ 
pecificas. 

► 0 enovelamento errado e a base molecular de uma 
grande variedade de doengas humanas, incluindo as 
amiloidoses. 
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Termos-chave 

Os termos em negrito estdo definidos no glossdrio. 

conforma^ao 115 
conformagao nativa 116 
intera^oes 
hidrofobicas 116 
camada de solvatagao 116 
gmpo peptidico 118 
diagrama de 
Ramachandran 119 
estrutura secundaria 119 
helice a 120 
conforma^ao p 123 
folha p 123 
volta p 123 
espectroscopia de 
dicroismo circular 
(CD) 125 

estrutura terciaria 125 
estrutura quaternaria 125 
proteinas fibrosas 125 
proteinas globulares 125 

Q!-Queratina 126 
colageno 127 
fibroma da seda 130 

Protein Data Bank 
(PDB) 132 
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Problemas 

1. Propriedades da liga^ao peptidica. Nos estudos de 
raios X de peptideos cristalizados, Linus Pauling e Robert Co¬ 
rey constataram que a ligagao C—N da ligagao peptidica tern 
um comprimento intermediario (1,32 A) entre uma ligagao 
simples C—N (1,49 A) e uma ligagao dupla C=N (1,27 A). 
Tambem observaram que a ligagao peptidica e planar (todos os 
quatro atomos ligados ao grupo C—N estao no mesmo piano), 
e que os dois atomos de carbono ligados ao C—N sao sempre 
trans um em relagao ao outro (em lados opostos da ligagao 
peptidica). 

(a) 0 que o comprimento da ligagao C—N da ligagao pep¬ 
tidica indica sobre sua forga e sua ordem de ligagao (isto e, se 
ela e simples, dupla ou tripla)? 

(b) 0 que as observagoes de Pauling e Corey nos dizem a 
respeito da facilidade de rotagao sobre o eixo C—N da ligagao 
peptidica? 


motivo 137 
enovelamento 137 
dommio 137 

familia proteica 140 
multimero 140 

oligomero 140 
protomero 140 
proteinas intrinsecamente 
desordenadas 141 
proteoestase 143 
desnatnragao 143 
renatnra^ao 144 
chaperonas 146 
Hsp70 146 
chaperonina 146 
proteina dissulfeto- 
-isomerase (PDI) 147 
peptidil-prolil-czs-^m?zs- 
-isomerase (PPI) 147 
amiloide 148 
amiloidoses 148 
antofagia 149 
prion 150 
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2. Relagoes estruturais e funcionais em protemas fi- 
brosas. William Astbury descobriu que o padrao de difragao 
de raios X da la mostra uma unidade estmtural repetida espa- 
gada de 5,2 A ao longo do comprimento da fibra de la. Quando 
ele fervia e esticava a la, o padrao de raios X mostrava uma 
nova unidade estrutural que se repetia, com um espagamento 
de 7,0 A. Ferver e esticar a la e depois deixar que ela se retraia 
novamente resulta em um padrao de raios X consistente com o 
espagamento original de 5,2 A. Apesar de as observagoes for- 
necerem pistas importantes sobre a estrutura molecular da la, 
Astbury nao foi capaz de interpreta-las naquela epoca. 

(a) Levando em conta o atual conhecimento sobre a estru¬ 
tura da la, interprete as observagoes de Astbury 

(b) Quando blusoes e meias de la sao lavados em agua quen- 
te on aquecidos em uma maquina de secar, eles encolhem. For 
outro lado, a seda nao encolhe em condigoes iguais. Explique. 

3. Velocidade de smtese da a-queratina do cabelo. 0 

cabelo cresce com a velocidade de 15 a 20 cm/ano. Todo esse 
crescimento esta concentrado na base da fibra de cabelo, onde 
os filamentos de a-queratina sao sintetizados dentro das celulas 
vivas da epiderme, sendo arranjados em estruturas com formato 
de cordas (ver Figura 4-11). 0 elemento estrutural principal da 
Q!-queratina e a helice a, que tern 3,6 residues de aminoacidos 
por volta e avanga 5,4 A por volta (ver Figura 4-4a). Assumindo 
que a biossintese de cadeias de queratina Q!-helicoidal e o fator 
Irmitante da velocidade de crescimento do cabelo, calcule a ve¬ 
locidade na qual as ligagoes peptidicas das cadeias de a-quera¬ 
tina devem ser sintetizadas (ligagoes peptidicas por segundo) 
para justificar o crescimento anual observado para o cabelo. 

4. Efeito do pH na conformagao das estruturas secun- 
darias a-helicoidais. 0 desdobramento da helice a de um po- 
lipeptideo para formar uma estrutura enrolada aleatoriamente 
e acompanhado por um grande decrescimo em uma proprieda- 
de chamada de rotagao especifica, que mede a capacidade de 
uma solugao de desviar a luz circularmente polarizada. 0 po- 
liglutamato, polipeptideo formado somente de residues l-G1u, 
tern uma conformagao a-helicoidal em pH 3. Quando o pH sobe 
para 7, ha uma grande perda da rotagao especifica da solugao. 
Da mesma forma, a polilisina (residues L-Lys) forma uma helice 
a em pH 10, mas, quando o pH e diminuido para 7, a rotagao 
especifica tambem diminui, como mostrado no grafico a seguir. 



Qual e a explicagao para o efeito da mudanga de pH nas confor- 
magoes da poli(Glu) e da poli(Lys)? Por que a transigao ocorre 
em uma faixa tao estreita de pH? 


5. Ligagoes dissulfeto determinam as propriedades de 
diversas protemas. Algumas proteinas naturais sao ricas 
em ligagoes dissulfeto, e suas propriedades mecanicas (tensao 
elastica, viscosidade, dureza, etc.) estao correlacionadas com o 
grau de ligagoes dissulfeto. 

(a) A glutenina, proteina do trigo rica em ligagoes dissul¬ 
feto, e responsavel pelo carater aderente e elastico da massa 
feita com farinha de trigo. Similarmente, a natureza dura e re- 
sistente do casco da tartaruga e devida as inumeras ligagoes 
dissulfeto de sua a-queratina. Qual e a base molecular para a 
correlagao entre o conteudo de ligagoes dissulfeto e as proprie¬ 
dades mecanicas da proteina? 

(b) A maioria das proteinas globulares e desnaturada e per- 
de sua atividade quando aquecida brevemente a 65°C. Entre- 
tanto, as proteinas globulares que contem multiplas ligagoes 
dissulfeto geralmente tern que ser aquecidas por mais tempo 
e a temperaturas mais altas para que desnaturem. Uma dessas 
proteinas e o inibidor de tripsina pancreatica bovina (BPTI, de 
bovine pancreatitic trypsin inhibitor'), que tern 58 residues 
de aminoacidos em uma unica cadeia e contem tres ligagoes 
dissulfeto. No resfriamento de uma solugao de BPTI desnatu¬ 
rada, a atividade da proteina e restaurada. Qual e a base mole¬ 
cular para essa propriedade? 

6. Angulos diedros. Uma serie de angulos de torgao, 4> eip, 
que podem ser adotados pelo esqueleto peptidico esta mostra- 
da abaixo. Qual desses corresponde ao 4> e ip para uma helice 
tripla de colageno ideal? Consulte a Figura 4-9 como guia. 


U 

(a) (b) (c) (d) (e) (f) 

7. Sequencia de aminoacidos e estrutura de protemas. 

0 crescente entendimento de como as proteinas se dobram 
permite que os pesquisadores fagam predigoes sobre a estru¬ 
tura de uma proteina, com base em dados sobre sua sequencia 
primaria de aminoacidos. Considere a seguinte sequencia de 
aminoacidos: 

123456789 10 

lie -Ala -His -Thr -Tyr -Gly -Pro -Phe -Glu -Ala - 

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

Ala -Met -Cys -Lys -Thp -Glu -Ala -Gin -Pro -Asp - 

21 22 23 24 25 26 27 28 

Gly-Met -Glu -Cys -Ala -Phe -His -Arg 

(a) Onde devem ocorrer dobras ou voltas j8? 

(b) Onde devem se formar ligagoes dissulfeto intramole- 
culares? 

(c) Assumindo que esta sequencia e parte de uma proteina 
globular maior, indique a localizagao provavel (na superficie 
externa ou no interior da proteina) dos seguintes residues de 
aminoacido: Asp, He, Thr, Ala, Gin, Lys. Explique sua resposta. 
(Dica: observe o indice de hidropatia na Tabela 3-1.) 
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8. A bacteriorrodopsina em protemas purpuras de 
membrana. Sob condigoes ambientais adequadas, a arqui- 
bacteria Halohacterium halohium sintetiza uma protema de 
membrana (M^ 26.000) conhecida como bacteriorrodopsina, 
que e purpura devido a seu conteudo em retinal (ver Figura 
10-21). Moleculas dessa protema se agregam em “manchas 
purpuras” na membrana celular. A bacteriorrodopsina atua 
como bomba de protons ativada pela luz, que fornece energia 
para as fungoes da celula. A analise por raios X dessa protema 
revela que ela consiste em sete segmentos Q!-helicoidais pa- 
ralelos, cada um deles atravessando a membrana celular da 
bacteria (espessura de 45 A). Calcule o numero minimo de 
residues de aminoacidos necessaries para um segmento de he- 
lice a atravessar completamente a membrana. Estime a fragao 
proteica da bacteriorrodopsina que esta envoMda em helices 
transmembrana. (Use uma massa media de 110 para os resi¬ 
dues de aminoacido.) 

9. Terminologia da estrutura de protemas. A mioglobi- 
na e um motive, um dominio ou uma estrutura tridimensional 
completa? 

10. Interpretando os diagramas de Ramachandran. Exa¬ 
mine as duas proteinas marcadas (a) e (b) abaixo. Quais dos 
dois diagramas de Ramachandran, marcados (c) e (d), e mais 
provavel ser derivado de qual das proteinas? Por que? 

11. Agao patogenica da bacteria que causa gangrena 
gasosa. A bacteria anaerobia altamente patogenica Clostri¬ 


dium perfringens e responsavel pela gangrena gasosa, condi- 
gao na qual o tecido animal tern sua estrutura destruida. Essa 
bacteria secreta uma enzima que catalisa de maneira eficiente 
a hidrolise das ligagoes peptidicas indicadas em vermelho: 

-X-Gly-Pro-Y- 

—X—COO + HgN—Gly—Pro—Y— 

em que X e Y sao qualquer um dos 20 aminoacidos comuns. 
Como a secregao dessa enzima contribui para a capacidade de 
invasao desta bacteria nos tecidos humanos? Por que essa en¬ 
zima nao afeta a propria bacteria? 

12. Numero de cadeias polipeptidicas em uma protema 
com multiplas subunidades. Uma amostra (660 mg) de 
uma proteina oligomerica de 132.000 foi tratada com um 
excesso de l-fluoro-2,4-dinitrobenzeno (reagente de Sanger) 
sob condigoes levemente alcalinas ate que a reagao quimica se 
completasse. As ligagoes peptidicas da proteina foram, entao, 
completamente hidrolisadas pelo aquecimento com HCl con- 
centrado. 0 hidrolisado continha 5,5 mg do seguinte composto: 



H 
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Derivados 2,4-dinitrofenil dos gmpos Q!-amino de outros ami- 
noacidos nao foram encontrados. 

(a) Explique como essa informagao pode ser usada para 
determinar o numero de cadeias polipeptidicas na protema oli- 
gomerica. 

(b) Calcule o numero de cadeias polipeptidicas nesta pro- 
teina. 

(c) Que outra tecnica de analise de proteinas voce poderia 
utilizar para determinar se as cadeias dessa protema sao iguais 
on diferentes? 

13. Predigao de estrutura secundaria. Qual dos seguin- 
tes peptideos e mais propenso a assumir uma estrutura a-he- 
licoidal? For que? 

(a) LKAENDEAARAMSEA 

(b) CRAGGFPWDQPGTSN 


(utilizado como modelo de farmaco nao toxico), sao conheci- 
das por inibir a formagao de amiloides em sistemas modelo em 
laboratorio. Um objetivo da pesquisa desses pequenos compos- 
tos aromaticos e a identificagao de um farmaco que iniba de 
modo eficiente a formagao de amiloides no cerebro das pessoas 
com a doenga de Alzheimer incipiente. 

(a) Sugira por que moleculas com substituintes aromaticos 
evitariam a formagao de amiloides. 

(b) Alguns pesquisadores sugeriram que um farmaco usada 
para tratar a doenga de Alzheimer tambem poderia ser efetivo 
no tratamento de diabetes melito do tipo 2 (independente de 
insulina). Por que um uuico farmaco poderia ser efetivo no tra¬ 
tamento dessas duas doengas diferentes? 


T 


14. Fibras amiloides em doengas. Diversas peque- 
nas moleculas aromaticas, como o vermelho de fenol 


Bioqui'mka na internet 


15. Modelagem de proteinas na internet. Um grupo 
de pacientes com a doenga de Crohn (doenga inflamatoria 
do intestino) foi submetido a biopsia das mucosas intestinais 
para identificar o agente causador da doenga. Os pesquisa- 
dores identificaram uma protema que estava presente em ni- 
veis mais altos nos pacientes com a doenga de Crohn do que 
em pacientes com outras doengas inflamatorias do intestino, 
ou no grupo controle. A protema foi isolada, e a seguinte se- 
quencia parcial de aminoacidos foi obtida (leia da esquerda 
para a direita): 


EAELCPDRCl 

SQRIQTNNNP 

FQVTVRDPSG 

TAELKICRVN 

KEDIEVYFTG 

VFRTPPYADP 

SEPMEFQYLP 

SIMKKSPFSG 

VPKPAPQPYP 


HSFQNLGIQC 

FQVPIEEQRG 

RPLRLPPVLP 

RNSGSCLGGD 

PGWEARGSFS 

SLQAPVRVSM 

DTDDRHRIEE 

PTDPRPPPRR 


VKKRDLEQAl 

DYDLNAVRLC 

HPIFDNRAPN 

EIFLLCDKVQ 

QADVHRQVAl 

QLRRPSDREL 

KRKRTYETFK 

lAVPSRSSAS 


(a) Voce pode identificar esta protema utilizando um banco 
de dados de proteinas da Internet. Alguns bons lugares para 
comegar sua busca incluem o Protein Information Resource 
(PIR; http://pir.georgetown.edu), o Structural Classification 
of Proteins (SCOP; http://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop) e o 
Prosite (http ://prosite. expasy. org). 

No banco de dados selecionado por voce, siga as indica- 
goes para a ferramenta de comparagao de sequencias. Colo- 
que aproximadamente 30 residues da sequencia da proteina 


no campo de busca adequado, e submeta-o para analise. 0 que 
essa analise Ihe diz sobre a identidade da proteina? 

(b) Tente utilizar diferentes porgoes da sequencia de ami¬ 
noacidos. Voce sempre obtem o mesmo resultado? 

(c) Uma grande variedade de sites da web fornece informa- 
goes sobre a estrutura tridimensional das proteinas. Encontre 
informagoes sobre estruturas secundarias, terciarias e quater- 
narias da proteina utilizando bancos de dados como o Protein 
Data Bank (PDB; www.pdb.org) ou o SCOP 

(d) Durante sua busca na internet, o que voce aprendeu 
sobre a fungao celular da proteina? 


Problema de analise de dados 

16. Proteinas imagem-especulares. Como apresentado 
no Capitulo 3, “os residuos de aminoacidos em uma molecula 
de proteina sao exclusivamente estereoisomeros l”. Nao esta 
claro se essa seletividade e necessaria para o funcionamento 
correto da proteina ou se e um acidente da evolugao. Para ex- 
plorar essa questao, Milton e colaboradores (1992) publicaram 
um estudo de uma enzima inteiramente formada de estereoi¬ 
someros D. A enzima que eles escolheram foi a HlV-protease, 
enzima proteolitica sintetizada pelo HIV, que converte as pre- 
-proteinas virais inativas em suas formas ativas. 

Anteriormente, Wlodawer e colaboradores (1989) relata- 
ram a sintese completa da protease do HIV a partir de aminoa¬ 
cidos L (a enzima l), usando o processo mostrado na Figura 
3-32. As proteases do HIV normais contem dois residuos Cys 
nas posigoes 67 e 95. Como a sintese quimica de proteinas con- 
tendo Cys e tecnicamente dificil, Wlodawer e colaboradores 
substituiram os dois residuos Cys da proteina pelo aminoacido 
sintetico acido L-Q;-amino-?z-butirico (Aba). Segundo os auto- 
res, isso foi feito para “reduzir as dificuldades sinteticas asso- 
ciadas com a desprotegao da Cys e para facilitar o manuseio do 
produto”. 

(a) A estrutura do Aba e mostrada abaixo. Por que essa e 
uma substituigao adequada para um residue Cys? Sob quais 
circunstancias ela nao seria adequada? 


H —C—CHo—CH3 

I 

+NH3 

Acido L-Q:-amino-?z-butirico 

Wlodawer e colaboradores desnaturaram a proteina recem- 
-sintetizada por dissolugao em 6 m de hidrocloreto de guani- 
dina, e entao permitiram que ela se dobrasse lentamente, 
retirando a guanidina por dialise contra um tampao neutro 
(glicerol 10%, 25 mM NaP 04 , pH 7). 

(b) Existem varias razoes para prever que uma proteina 
sintetizada, desnaturada e dobrada dessa maneira nao seja ati- 
va. De tres razoes para isso. 

(c) De maneira interessante, a L-protease resultante foi ati- 
va. 0 que essa descoberta Ihe informa sobre o papel das liga- 
goes dissulfeto na molecula de protease do HIV nativa? 

Em seus estudos, Milton e colaboradores sintetizaram a 
protease do HIV a partir de D-aminoacidos, utilizando o mesmo 
protocolo do estudo anterior (Wlodawer et al.). Formalmente, 
existem tres possibilidades para o enovelamento da D-protea- 
se: resultaria em uma molecula com (1) o mesmo formato da 
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L-protease; (2) a imagem especular da L-protease; ou (3) algu- 
ma outra coisa, possivelmente inativa. 

(d) Para cada uma das possibilidades, decida se elas sao 
provaveis ou nao e defenda a sua posigao. 

Na verdade, a D-protease foi ativa: ela hidrolisou um subs¬ 
trate sintetico especifico e foi inibida por inibidores especi- 
ficos. Para examinar a estrutura das d e L-enzimas, Milton e 
colaboradores testaram a atividade das duas formas com as 
formas D e L de substrates peptidicos quirais, e a capacidade 
de inibigao pelas formas d- e l de peptideos quirais analogos 
ao substrate. As duas formas tambem foram testadas quanto 
a inibigao pelo inibidor aquiral azul de Evans. Os resultados 
aparecem na tabela. 

Inibigao 

Hidrolise do Peptideo 

substrate inibidor 

HIV- - - Evans 

-protease D-substrato L-substrato D-inibidor L-inibidor (aquiral) 

L-protease - + - + + 

D-protease + - + - + 


(e) Qual dos tres modelos propostos e sustentado pelos da¬ 
dos? Explique sua resposta. 

(f) Por que o azul de Evans inibe as duas formas de protease? 

(g) Voce esperaria que a quimotripsina pudesse digerir a 
D-protease? 

(h) Voce esperaria, para qualquer enzima, que a sintese to¬ 
tal a partir de D-aminoacidos, seguida de renaturagao, resultas- 
se em uma enzima ativa? Explique sua resposta. 
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5.1 Intera^ao reversivel de uma protema com um ligante: 
protemas de ligagao ao oxigenio 158 

5.2 Intera^es complementares entre protemas e ligantes: 

0 sistema imune e as imunoglobulinas 174 

5.3 Intera^es proteicas moduladas por energia quimica: 
actina, miosina e motores moleculares 179 

O conhecimento da estmtura tridimensional de uma 
protema e importante para entender seu funciona- 
mento; no entanto, a estrutura mostrada em duas di- 
mensoes em uma pagina e ilusoriamente estatica. As pro¬ 
temas sao moleculas dinamicas cujas fungoes dependem 
de modo quase invariavel de interagoes com outras mole¬ 
culas, e essas interagoes sao afetadas de maneiras fisiolo- 
gicamente importantes por mudangas sutis ou subitas na 
conformagao proteica. Este capitulo analisa de que forma 
as protemas interagem com outras moleculas e como essas 
interagoes estao relacionadas com a estrutura dinamica da 
protema. As interagoes moleculares sao de extrema impor- 
tancia para a fungao proteica. Como foi visto no capitulo 
anterior, a fungao das protemas fibrosas como elementos 
estruturais de celulas e tecidos depende de interagoes qua- 
ternarias estaveis e de longa duragao entre cadeias poli- 
peptidicas identicas. Como sera abordado neste capitulo, 
as fungoes de muitas outras proteinas envolvem interagoes 
com uma grande variedade de moleculas diferentes. A 
maioria dessas interagoes e transitoria, embora possa ser 
a base de processes fisiologicos complexes como o trans- 
porte do oxigenio, a fungao imune e a contragao muscular, 
topicos examinados neste capitulo. As proteinas que reali- 
zam esses processes esclarecem os principles essenciais da 
fungao proteica citados a seguir, alguns deles ja comenta- 
dos no capitulo anterior: 

As fungoes de muitas proteinas envolvem a ligagao re¬ 
versivel com outras moleculas. Uma molecula que inte¬ 
rage de modo reversivel com uma proteina e chamada 
de ligante, que pode ser qualquer tipo de molecula, 
incluindo outra proteina. A natureza transitoria das 
interagoes proteina-ligante e fundamental para a vida, 
pois permite que um organismo responda de maneira 
rapida e reversivel a mudangas ambientais e condigoes 
metabolicas. 


Um ligante interage com uma regiao da proteina cha¬ 
mada de sitio de ligagao, que e complementar a ele 
em tamanho, forma, carga e carater hidrofilico ou hidro- 
fobico. Alem disso, a interagao e especifica: a proteina 
pode diferenciar milhares de moleculas diferentes no 
seu ambiente e interagir seletivamente somente com 
uma ou algumas. Determinada proteina pode ter sitios 
de ligagao separados para varios ligantes diferentes. Es¬ 
sas interagoes moleculares especificas sao cruciais na 
manutengao do alto grau de ordem em um sistema vivo. 
(Esta discussao exclui a ligagao da agua, que pode in¬ 
teragir fraca e inespecificamente com muitas partes de 
uma proteina. 0 Capitulo 6 estuda a agua como ligante 
especifico para muitas enzimas.) 

As proteinas sao flexiveis. Mudangas na conformagao 
podem ser sutis, refletindo vibragoes moleculares e 
pequenos movimentos de residues de aminoacidos por 
toda a proteina. Assim, diz-se que uma proteina flexi- 
vel esta “respirando”. Mudangas na conformagao tam- 
bem podem ser muito significativas, com segmentos 
importantes da estrutura proteica movendo-se por uma 
distancia de varios nanometros. Mudangas conformacio- 
nais especificas frequentemente sao essenciais para a 
fungao proteica. 

A interagao de uma proteina com seu ligante esta aco- 
plada a uma mudanga de conformagao da proteina que 
torna o sitio de ligagao mais complementar ao ligante, 
permitindo uma interagao mais firme. A adaptagao es- 
trutural que ocorre entre proteina e ligante e chamada 
de encaixe induzido. 

Em uma proteina com varias subunidades, mudangas 
conformacionais em uma delas com frequencia afetam 
a conformagao das demais. 

As interagoes entre proteinas e ligantes podem ser re- 
guladas, geralmente por meio de interagoes especificas 
com um ou mais ligantes adicionais, causando mudan¬ 
gas conformacionais na proteina que afetam a interagao 
com o primeiro ligante. 

As enzimas representam um caso especial de fungao 
proteica. Elas se ligam a outras moleculas e as transfor- 
mam quimicamente - ou seja, catalisam reagoes. As mole¬ 
culas sobre as quais as enzimas exercem sens efeitos sao 
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chamadas de substrates da reagao em vez de ligantes, e 
o sitio de ligagao e chamado de sitio catalitico ou sitio 
ativo. Este capitulo enfatiza as fungoes nao cataliticas das 
protemas. No Capitulo 6, sera estudada a catalise enzima- 
tica, topico central em bioqmmica. 0 leitor percebera que 
os temas deste capitulo - ligagao, especificidade e mudan- 
ga conformacional - continuarao no proximo capitulo, com 
o acrescimo da participagao das protemas nas alteragoes 
qmmicas. 

5.1 Intera^ao reversi'vel de uma protema com urn 
ligante: protemas de ligagao ao oxigenio 

A mioglobina e a hemoglobina talvez sejam as protemas 
mais estudadas e melhor compreendidas. Foram as pri- 
meiras a ter sua estrutura tridimensional elucidada e ilus- 
tram quase todos os aspectos do mais central dos proces¬ 
ses bioquimicos: a interagao reversivel de um ligante com 
uma protema. Esse modelo classico de fungao proteica e 
muito util para compreender como as protemas funcio- 
nam. ^ Protemas de ligagao ao oxigenio-mioglobina: armazenamen- 
to de oxigenio 

0 oxigenio liga-se ao grupo prostetico heme 

0 oxigenio e pouco soluvel em solugoes aquosas (consultar 
Tabela 2-3) e nao pode ser transportado para os tecidos em 
quantidade suficiente se estiver simplesmente dissoMdo no 
plasma sanguineo. A difusao do oxigenio pelos tecidos tam- 
bem nao e eficiente em distancias maiores do que alguns 
milimetros. A evolugao de animais maiores e multicelula- 
res dependeu do desenvolvimento de protemas capazes de 
transportar e armazenar oxigenio. Contudo, nenhuma ca- 
deia lateral dos aminoacidos das protemas e adaptada para 
a ligagao reversivel de moleculas de oxigenio. Essa fungao e 
exercida por determinados metais de transigao, entre eles 
o cobre e o ferro, que apresentam forte tendencia para ligar 


oxigenio. Os organismos multicelulares exploram as pro- 
priedades dos metais, sobretudo do ferro, para o transporte 
do oxigenio. Contudo, o ferro livre promove a formagao de 
especies de oxigenio altamente reativas, como as hidroxi- 
las, que podem danificar o DNA e outras macromoleculas. 
Por isso, o ferro usado nas celulas esta ligado em formas 
que o sequestram e/ou o tornam menos reativo. Nos orga¬ 
nismos multicelulares - especialmente aqueles nos quais o 
ferro, na sua capacidade de transportar oxigenio, deve ser 
transportado a grandes distancias -, o ferro e incorporado 
em um grupo prostetico chamado de heme, ligado a pro¬ 
tema. (Lembre-se do Capitulo 3 que um grupo prostetico e 
um composto associado permanentemente a uma proteina 
e que contribui para sua fungao.) 

0 heme consiste em uma complexa estrutura organi- 
ca em anel, protoporfirina, a qual se liga um unico ato- 
mo de ferro no estado ferroso (Fe^^) (Figura 5-1). Esse 
atomo de ferro tern seis ligagoes de coordenagao, quatro 
delas com os atomos de nitrogenio que fazem parte do sis- 
tema piano do anel de porfirina e duas perpendiculares 
a porfirina. Os atomos de nitrogenio coordenados (que tern 
carater de doador de eletrons) ajudam a prevenir a con- 
versao do ferro do heme para o estado ferrico (Fe^^). No 
estado Fe^^, o ferro liga oxigenio de forma reversivel; no 
estado Fe^^, ele nao liga oxigenio. 0 heme e encontrado em 
muitas proteinas transportadoras de oxigenio, assim como 
em algumas proteinas que participam das reagoes de oxir- 
redugao (transferencia de eletrons), como os citocromos 
(Capitulo 19). 

As moleculas de heme livres (nao ligadas a uma pro¬ 
teina) deixam o Fe^^ com duas ligagoes de coordenagao 
“abertas”. A reagao simultanea de uma molecula de Og com 
duas moleculas de heme livres (ou dois Fe^^ livres) pode 
resultar em uma conversao irreversivel de Fe^^ em Fe^^. 
Nas proteinas que contem heme, essa reagao e impedida 
pelo sequestro do heme no interior da estrutura da pro¬ 
teina. Assim, o acesso as duas ligagoes de coordenagao 
abertas fica restrito. Uma delas esta ocupada pelo nitroge- 



FIGURA5-1 Heme. 0 grupo heme esta presente na mioglobina, na hemo- 
globina e em muitas outras proteinas, designadas hemeproteinas. 0 heme 
consiste em uma estrutura organica complexa em anel, a protoporfirina IX, 
com um atomo de ferro ligado no estado ferroso (Fe^b- (a) As porfirinas, das 
quais a protoporfirina IX e apenas um exempio, consistem em quatro aneis 


pirrolicos unidos por pontes de meteno, com substituiqoes em uma ou mais 
posiqoes marcadas com X. (b, c) Duas representaqoes do heme (derivadas 
de PDB ID 1CCR). 0 atomo de ferro tern seis ligagoes de coordenagao: quatro 
no piano do anel e ligadas ao sistema do anel planar da porfirina, e (d) duas 
perpendiculares a ele. 
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FIGURA 5-2 Vista lateral do grupo heme. Esta vista mostra as duas li- 
gagoes de coordenagao com o perpendiculares ao sistema de anel da 
porfirina. Uma e ocupada por urn residuo de His, tambem chamado de His 
proximal; a outra e o sitio de ligapao para o oxigenio. As quatro ligapoes de 
coordenapao remanescentes estao no piano do anel e ligadas ao sistema de 
anel planar da porfirina. 


nio da cadeia lateral de um residuo de histidina. A outra e 
o sitio de ligagao para o oxigenio molecular (Og) (Figura 
5-2). Quando o oxigenio se liga, as propriedades eletronicas 
do ferro sao alteradas; isso leva a mudanga de cor do san- 
gue venoso pobre em oxigenio, roxo-escuro, para o verme- 
Iho-brilhante do sangue arterial rico em oxigenio. Algumas 
moleculas pequenas, como o monoxido de carbono (CO) e 
o oxido nitrico (NO), coordenam com o ferro do heme com 
maior afinidade do que o Og. Quando uma molecula de CO 
esta ligada ao heme, o Og e excluido; por isso o CO e alta- 
mente toxico para os organismos aerobios (topico explora- 
do mais adiante, no Quadro 5-1). Pelo fato de envolverem 
e sequestrarem o heme, as proteinas de ligagao ao oxigenio 
regulam o acesso do CO e de outras moleculas pequenas ao 
ferro do heme. 

As globinas sao uma familia de proteinas de 
liga^oao oxigenio 

As globinas formam uma ampla familia de proteinas, to- 
das com estruturas primaria e terciaria semelhantes. As 
globinas sao comumente encontradas em todas as classes 
dos eucariotos e mesmo em algumas bacterias. A maioria 
atua no armazenamento on no transporte de oxigenio, em- 
bora algumas tenham um papel de sensores de oxigenio, 
oxido nitrico ou monoxido de carbono. 0 nematodeo sim¬ 
ples Caenorhabditis elegans tern genes que codificam 33 
diferentes globinas. Nos humanos e em outros mamiferos, 
existem, pelo menos, quatro tipos de globinas. A mioglo- 
bina monomerica facilita a difusao do oxigenio no tecido 
muscular. A mioglobina e particularmente abundante nos 
musculos de mamiferos marinhos, como as focas e as ba- 
leias, pois tambem exerce fungao de armazenamento de 
oxigenio em mergulhos prolongados. A hemoglobina tetra- 
merica e responsavel pelo transporte do oxigenio na cor- 
rente sanguinea. A neuroglobina monomerica se expressa 
em neuronios e ajuda a proteger o cerebro da hipoxia (bai- 
xo nivel de oxigenio) ou da isquemia (restrigao do supri- 
mento de sangue). A citoglobina, outra globina monomeri¬ 
ca, e encontrada em altos niveis em uma gama de tecidos, 
mas sua fungao nao e conhecida. 


A mioglobina tern um unico sitio de ligagao ao oxigenio 

A mioglobina 16.700; abreviada Mb) consiste em um 
unico polipeptideo de 153 residues de aminoacidos com 
uma molecula de heme. Como e tipico de um polipeptideo 
de globina, a mioglobina e formada por oito segmentos a- 
-helicoidais conectados por inflexoes (Figura 5-3). Cerca 
de 78% dos residues de aminoacidos das proteinas estao 
nessas helices a. 

Qualquer discussao detalhada sobre a fungao proteica 
envolvera a estrutura proteica. No case da mioglobina, pri- 
meiro serao apresentadas certas regras estruturais carac- 
teristicas das globinas. Como pode ser visto na Figura 5-3, 
os segmentos helicoidais sao denominados de A a H. Um 
residuo de aminoacido e designado pela posigao na sequen- 
cia de aminoacidos ou por sua localizagao na sequencia de 
um segmento a-helicoidal especifico. Por exemplo, o resi¬ 
duo de His coordenado com o heme na mioglobina, His^^ 
(o 93“ residuo a contar da extremidade aminoterminal da 
sequencia polipeptidica), e tambem chamado de His F8 (o 
oitavo residuo da helice a F). As inflexoes na estrutura sao 
designadas AB, CD, EF, FG, e assim por diante, refletindo 
os respectivos segmentos conectados. 

As intera^des protema-ligante podem ser 
quantitativamente descritas 

A fungao da mioglobina depende da capacidade da proteina 
de nao somente ligar oxigenio, mas tambem de libera-lo 
quando e onde ele for necessario. Como a fungao em bio- 
quimica frequentemente gira em torno de uma interagao 



FIGURA 5-3 Mioglobina. (PDB ID 1MBO) Os oito segmentos a-helicoidais 
(mostrados aqui como cilindros) estao marcados de A ate H. Os residues nao 
helicoidais nas inflexoes que os conectam estao marcados como AB, CD, EF, 
e assim por diante, indicando os segmentos que eles interconectam. Algu¬ 
mas inflexoes, incluindo BC e DE, sao abruptas e nao contem residues; elas 
normalmente nao estao marcadas. (0 segmento curto visivel entre D e E e 
um artefato da representaqao computacional.) 0 heme esta ligado em um 
bolsao formado na maior parte pelas helices E e F, embora residues de ami¬ 
noacidos de outros segmentos da proteina tambem participem. 
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protema-ligante reversivel desse tipo, uma descrigao quan- 
titativa dessa interagao constitui a parte central de muitas 
investigagoes bioqmmicas. 

Em geral, a ligagao reversivel de uma proteina (P) a um 
ligante (L) pode ser descrita per uma expressao de equi- 
librio simples: 


P + L PL (5-1) 

A reagao e caracterizada per uma constante de equili- 
brio, tal que 

[PL] /Ca 

■ [PKL] “ ^ (5-2) 

onde e sao constantes de velocidade (mais detalhes 
adiante). 0 termo e uma constante de associagao 

(nao confundir com o que significa a constante de dis- 
sociagao do acido; p. 62) que descreve o equilibrio entre o 
complexo e os seus componentes separados. A constante 
de associagao e uma medida da afinidade do ligante L pela 
proteina. tern unidades de um valor mais alto de 
corresponde a uma afinidade mais alta do ligante pela 
proteina. 

0 termo de equilibrio e equivalente tambem a razao 
entre as velocidades das reagoes para a frente (associagao) 
e reversa (dissociagao) que formam o complexo PL. A velo¬ 
cidade de associagao e descrita pela constante de velocida¬ 
de k^, e a dissociagao pela constante de velocidade k^. Con- 
forme sera discutido no capitulo seguinte, as constantes de 
velocidade sao constantes de propercionalidade, que des- 
crevem a fragao de um conjunto de reagentes que reage em 
um dado espago de tempo. Quando a reagao envolve uma 

molecula, como na reagao de dissociagao PL-> P + L, a 

reagao e de primeira ordem e a constante de velocidade 
{k^ tern unidade de tempo reciproca (s”^). Quando a rea¬ 
gao envolve duas moleculas, como a reagao de associagao 
P + L-> PL, ela e chamada de segunda ordem, e a cons¬ 

tante de velocidade (/cj tern unidades de m”^ s”\ 

CONVEN^AO-CHAVE: As constantes de equilibrio sao escritas 
com K maiusculo e as constantes de velocidade com k mi- 
nusculo. ■ 


0 rearranjo da primeira parte da Equagao 5-2 mostra 
que a razao entre a proteina ligada e a livre e diretamente 
proporcional a concentragao do ligante livre: 




[PL] 

[P] 


(5-3) 


Quando a concentragao do ligante for muito maior do que 
a concentragao dos sitios de interagao com o ligante, a 
interagao com a proteina nao altera de modo significative 
a concentragao do ligante livre (nao ligado) - isto e, [L] 
permanece constante. Essa condigao e muito aplicavel a 
maioria dos ligantes que interagem com proteinas nas ce- 
lulas e simplifica a descrigao do equilibrio de ligagao. 

Agora e possivel considerar o equilibrio de ligagao do 
ponto de vista da fragao, 6 (teta), dos sitios de interagao 
com o ligante na proteina que estao ocupados pelo ligante: 

^ sitios de interagao ocupados [PL] ^ ^ 

total de sitios de interagao [PL] + [P] 


Substituindo A'^[L][P] por [PL] (ver Equagao 5-3) e rearran- 
jando os termos, obtem-se 


KAUP] ^ KAL] ^ [L] 

KAUP] + [P] KAU + 1 


0 valor de pode ser determinado a partir de uma curva 
de 9 versus a concentragao do ligante livre, [L] (Figura 
5-4a). Qualquer equagao do tipo^ = y/(iy + ^) descreve 
uma hiperbole, e conclui-se que 9 e uma fungao hiper- 
bolica de [L]. A fragao dos sitios de interagao ocupados 
pelo ligante se aproxima assintoticamente da saturagao 
a medida que [L] aumenta. A [L] na qual a metade dos si¬ 
tios disponiveis esta ocupada (i.e., 9 = 0,5) corresponde 
a l/K^. 

No entanto, e mais comum (e intuitivamente mais sim¬ 
ples) considerar a constante de dissociagao, que e 
a reciproca de = 1/ A^), sendo dada em unidades 

de concentragao molar (m) . e a constante de equilibrio 
para a liberagao do ligante. As expressoes relevantes mu- 
dam para 


[P][L] _ fed 
[PL] K 


(5-6) 




FIGURA 5-4 Representa^ao grafica da interagao com o ligante. A 

fragao ocupada dos sitios de interagao com o ligante, 0, e representada gra- 
ficamente em relagao a concentragao do ligante livre. Ambas as curvas sao 
hiperboles retangulares. (a) Curva de ligagao hipotetica para o ligante L A [L] 
na qual a metade dos sitios de ligagao estao ocupados e equivalente a I//C 3 
ou /g. A curva tern uma assintota horizontal quando 0 = 1 e uma vertical 
(nao mostrada) quando [L] = -l/Kg. (b) Curva que descreve a ligagao do 
oxigenio a mioglobina. A pressao parcial do O 2 no ar acima da solugao e 
expressa em quilopascais (kPa). 0 oxigenio liga-se fortemente a mioglobina, 
com A 50 de apenas 0,26 kPa. 
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TABELA5-1 


Algumas constantes de dissocia^ao proteicas 


Proteina 

Ligante 


Avidina (clara de ovo) 

Biotina 

1 X 10^"^ 

Receptor de insulina (humano) 

Insulina 

1 X 10^“ 

Imunoglobulina anti-HIV (humana)^ 

gp41 (proteina de superficie do HIV-1) 

4 X 10^“ 

Proteina de ligagao a niquel (E. coli) 

Ni'^ 

1 X 10^" 

Caknodulina (rato)"^ 

Ca'^ 

3 X 10^® 

2 X 10^* *^ 


Biotina-avidina 


I 


Interagoes tipicas receptor-ligante 

[ I 

Proteina-DNA sequencia-especifica 

Antigeno-anticorpo Enzima-substrato 


10 “'® 


J I I L 


in-12 


L 


L 


L 


L 


L 


L 


L 


As barras coloridas indicam as variagoes das constantes de dissociagao tipicas de varias classes de 
interagoes nos sistemas biologicos. Poncas interagoes, como as que ocorrem entre a proteina avi- 
dina e o cofator enzimatico biotina, estao fora das variagoes normais. A interagao biotina-avidina e 
tao forte que pode ser considerada irreversivel. As interagoes proteina-DNA sequencia-especificas 
refletem proteinas que se ligam a uma sequencia nucleotidica especifica no DNA, em oposigao a 
ligagao nao especifica a qualquer sitio no acido nucleico. 


* Uma constante de dissociagao registrada e valida somente para as condigoes particulares da solugao sob as quais foi medi- 
da. Os valores de para uma interagao protema-ligante podem ser alterados, as vezes em varias ordens de magnitude, por 
mudangas na concentragao salina da solugao, no pH, ou por outras por variaveis. 

^Esta imunoglobulina foi isolada como parte do esforgo para desenvolver uma vacina contra o HIV. As imunoglobulinas 
(descritas adiante no capitulo) sao altamente variaveis e a registrada aqui nao deve ser considerada uma caracteristica 
de todas as imunoglobulinas. 

* A calmodulina tern quatro sitios de ligagao para o calcio. Os valores mostrados refletem os sitios de ligagao com a menor e 
a maior afinidade observadas em um conjunto de medidas. 


[PL] 


[P][L] 

Vd 


[L] 

e = ——— 

[L] + iTd 


(5-7) 

d (5-8) 


Quando [L] for igual a metade dos sitios estara ocupada. 
A medida que [L] cai abaixo de cada vez menos proteinas 
terao ligantes associados. A [L] deve ser nove vezes maior do 
que para que sejam ocupados 90% dos sitios disponiveis. 

Na pratica, e usado muito mais frequentemente do 
que para expressar a afinidade de uma proteina por um 
ligante. Observe que um valor mais baixo de corres- 
ponde a uma afinidade mais alta do ligante pela proteina. 
A matematica pode ser reduzida as afirmagoes simples: 
e equivalente a concentragao molar do ligante na qual a 
metade dos sitios de interagao esta ocupada. Nesse ponto, 
diz-se que a proteina alcangou a metade da saturagao com 
relagao a interagao com o ligante. Quanto maior a forga da 
interagao proteica com o ligante, mais baixa sera a concen¬ 
tragao necessaria do ligante para que metade dos sitios seja 
ocupada, e assim mais baixo o valor de K^. Na Tabela 5-1 
estao algumas constantes de dissociagao representativas; a 
escala mostra variagoes tipicas das constantes de dissocia¬ 
gao encontradas nos sistemas biologicos. 


PROBLEMA RESOLVIDO 5-1 Constantes de dissocia^o 
receptor-ligante 


Duas proteinas, X e Y, interagem com o mesmo ligante. A, 
com as curvas de ligagao mostradas abaixo. 



[A] (mm) 


Qual e a constante de dissociagao, para cada proteina? 
Qual das proteinas (X ou Y) tern a maior afinidade pelo li¬ 
gante A? 
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Solu^ao: E possivel determinar as constantes de dissociagao 
pela analise do grafico. Uma vez que 6 representa a fragao 
dos sitios de ligagao ocupados pelo ligante, a concentragao 
do ligante na qual a metade dos sitios esta ocupada - isto e, 
0 ponto onde a curva de ligagao cruza a linha onde 0 = 0,5 
- e a constante de dissociagao. Para X, = 2 /xm; para Y, 
K^ = Q /xM. A proteina X tern maior afinidade pelo ligante, ja 
que esta semissaturada a uma [A] mais baixa. 


A ligagao do oxigenio a mioglobina segue os padroes dis- 
cutidos anteriormente. No entanto, como o oxigenio e um 
gas, e necessario fazer alguns pequenos ajustes nas equa- 
goes para que os experimentos no laboratorio possam ser 
realizados de modo mais conveniente. Em primeiro lugar, 
substitui-se a concentragao do oxigenio dissoMdo pela [L], 
na Equagao 5-8, a fim de obter 


e = 


[Q 2 ] 
[O2] + 


(5-9) 


Visto que, para qualquer ligante, e igual a [Og] na qual a 
metade dos sitios de interagao com o ligante esta ocupada, 
ou [Oglo^s, a Equagao 5-9 se torna 


e = 


[O 2 ] 

[O2] + [02]o,5 


(5-10) 


Em experimentos usando o oxigenio como ligante, o que 
varia e a pressao parcial do oxigenio (pOg) na fase gasosa 
sobre a solugao, pois isso e mais facil de medir do que a con¬ 
centragao do O 2 dissoMdo na solugao. A concentragao de 
uma substancia volatil em solugao e sempre proporcional 
a pressao parcial local do gas. Assim, definindo a pressao 
parcial do oxigenio na [Oglo^s como a substituigao na 
Equagao 5-10 nos da 


e = 


PQ2 

PO2 + Pbq 


§ (5-11) 


A Figura 5-4b apresenta uma curva de interagao para a mio¬ 
globina que relaciona 6 com pOg. 



(a) X (b) X 



FIGURA 5-5 Efeitos estericos causados pela interagao do ligante ao 
heme da mioglobina. (a) 0 oxigenio liga-se ao heme com o seu eixo for- 
mando um angulo, uma conformagao de ligagao facilmente ajustada pela 
mioglobina. (b) 0 monoxido de carbono liga-se ao heme livre com seu eixo 
perpendicular ao piano do anel porfirinico. 0 CO, quando ligado ao heme 
na mioglobina, e forgado a adotar um angulo inadequado porque o arranjo 
perpendicular e bloqueado estericamente pela His E7, a His distal. Este efeito 
enfraquece a ligagao do CO a mioglobina. (c) Outra visao do heme da mio¬ 
globina (derivada de PDB ID 1MBO) mostrando o arranjo dos residuos dos 
aminoacidos-chave ao redor do heme. 0 oxigenio liga-se por uma ligagao 
de hidrogenio a His distal. His E7 (His^\ facilitando a posterior ligagao de O 2 . 


A estrutura da proteina afeta a forma de interagao 
com 0 ligante 

A interagao entre ligante e proteina raramente e tao sim¬ 
ples como sugerem as equagoes apresentadas. A interagao 
e muito afetada pela estrutura da proteina e com frequencia 
e acompanhada por mudangas conformacionais. Por exem- 
plo, a especificidade com a qual o heme interage com sens 
diversos ligantes e alterada quando ele e um componente 
da mioglobina. 0 monoxido de carbono se liga a tres mole- 
culas de heme livre mais de 20.000 vezes melhor do que o 
O 2 (isto e, o A^ou a P^^para a ligagao do CO ao heme livre 
e mais de 20.000 vezes mais baixo do que para o O 2 ), mas 
ele se liga somente 200 vezes melhor do que o O 2 quan¬ 
do o heme esta ligado a mioglobina. A diferenga pode ser 
parcialmente explicada por impedimento esterico. Quando 
o O 2 se liga ao heme livre, o eixo da molecula do oxigenio 
e posicionado em um angulo em relagao a ligagao Fe—0 
(Figura 5-5a). Em contrapartida, quando o CO se liga ao 
heme livre, os atomos de Fe, C e 0 se posicionam em linha 
reta (Figura 5-5b). Em ambos os casos, a ligagao reflete a 


geometria dos orbitais hibridos em cada ligante. Na mioglo¬ 
bina, a His®^ (His E7), no lado do heme onde o O 2 se liga, 
esta longe demais para coordenar com o ferro do heme, mas 
se relaciona com o ligante que estiver interagindo com o 
heme. Esse residue, chamado deHis distal (para distinguir 
de His proximal, His F8), forma uma ligagao de hidrogenio 
com o O 2 (Figura 5-5c), mas pode ajudar a impedir a ligagao 
linear do CO, o que explica a redugao seletiva na ligagao do 
CO ao heme na mioglobina (e na hemoglobina). Uma redu¬ 
gao na ligagao do CO e fisiologicamente importante, pois 
este gas e um subproduto pobre do metabolismo celular. 
Outros fatores, ainda nao bem definidos, tambem podem 
modular a interagao do heme com o CO nessas proteinas. 

A ligagao do O 2 ao heme da mioglobina tambem depen- 
de dos movimentos moleculares, ou “respiragoes”, na estru¬ 
tura da proteina. A molecula de heme esta profundamente 
enterrada no polipeptideo dobrado, sem um caminho direto 
para o transito do oxigenio da solugao circundante para o 
sitio de interagao com o ligante. Se a proteina fosse rigida, 
o O 2 nao entraria ou sairia do bolsao do heme em uma taxa 
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mensuravel. Contudo, a flexibilizagao molecular rapida das 
cadeias laterals dos aminoacidos gera cavidades transito- 
rias na estrutura da protema, e o Og entra e sal movendo- 
-se atraves dessas cavidades. Simulagoes em computador 
de flutuagoes estruturais rapidas na mioglobina sugerem 
que existem muitas dessas vias. Uma das principais e gera- 
da pela rotagao da cadeia lateral da His distal (His®^), que 
ocorre em uma escala de tempo de nanossegundo (10”^ s). 
Mesmo mudangas conformacionais sutis podem ser criticas 
para a atividade da protema. 

Na neuroglobina, citoglobina e em algumas globinas en- 
contradas em plantas e invertebrados, a His distal (His E7) 
esta coordenada diretamente com o ferro do heme. Nessas 
globinas, o oxigenio ou outros ligantes devem deslocar a His 
distal no processo de ligagao. 

A hemoglobina transporta oxigenio no sangue 

^ Protemas de ligagao ao oxigenio-hemoglobina: transporte de oxigenio 

Quase todo o oxigenio carregado pelo sangue total em ani¬ 
mals esta ligado a hemoglobina e e transportado por ela nos 
eritrocitos. Os eritrocitos humanos normals sao pequenos 
discos biconcavos (6 a 9 jam de diametro), formados a partir 
de celulas-tronco precursoras, chamadas de hemocitoblas- 
tos. No processo de maturagao, a celula-tronco produz celu- 
las-filhas que produzem grandes quantidades de hemoglobi¬ 
na, perdendo em seguida suas organelas intracelulares -nucleo, 
mitocondrias e reticulo endoplasmatico. Os eritrocitos sao, 
portanto, celulas vestigiais, incompletas, incapazes de se re- 
produzir e, nos humanos, destinadas a viver por somente 120 
dias. Sua principal fungao e carregar hemoglobina dissoMda 
no citosol em concentragao muito alta (—34% do peso total). 

A hemoglobina esta cerca de 96% saturada com oxige¬ 
nio no sangue arterial que passa dos pulmoes, pelo coragao 
ate os tecidos perifericos. No sangue venoso que retorna 
ao coragao, ela esta somente cerca de 64% saturada. As- 
sim, cada 100 mL de sangue que banha um tecido libera um 
tergo do oxigenio que carrega, ou 6,5 mL de Og gasoso, na 
pressao atmosferica e na temperatura corporal. 

A mioglobina, com sua curva hiperbolica de ligagao ao oxi¬ 
genio (Figura 5-4b), e relativamente insensivel a pequenas 
alteragoes na concentragao do oxigenio dissoMdo e, por isso, 
funciona bem como protema de armazenamento de oxige¬ 
nio. A hemoglobina, com suas multiplas subunidades e sitios 
de ligagao para o Og, e mais adequada para o transporte do 
oxigenio. Conforme sera visto, as interagoes entre as subuni¬ 
dades de uma protema multimerica permitem uma resposta 
altamente sensivel a pequenas alteragoes na concentragao do 
ligante. As interagoes entre as subunidades da hemoglobina 
causam mudangas conformacionais que alteram a afinidade 
da protema pelo oxigenio. A modulagao da ligagao do oxige¬ 
nio permite que a protema de transporte de 0^ responda a 
alteragoes na demanda de oxigenio pelos tecidos. 

As subunidades da hemoglobina tern estrutura 
semelhante a da mioglobina 

A hemoglobina (M^ 64.500; abreviada Hb) e aproxima- 
damente esferica, com diametro de quase 5,5 nm. E uma 
protema tetramerica, contendo quatro grupos prosteticos 
heme, cada um associado com uma cadeia polipeptidica. A 


Grupo 



Mioglobina Subunidade jS 

da hennoglobina 


FIGURA 5-6 Comparagao entre a estrutura da mioglobina (PDB ID 1MBO) e 
a da subunidade jS da hemoglobina (derivada de PDB ID 1HGA). 

hemoglobina do adulto contem dois tipos de globina, duas 
cadeias a (com 141 residuos cada uma) e duas cadeias /3 
(com 146 residuos cada uma). Apesar de menos da metade 
dos residuos de aminoacidos ser identica na sequencia poli¬ 
peptidica das subunidades ae (5, a estrutura tridimensional 
dos dois tipos de subunidades e muito semelhante. Alem 
disso, sua estrutura e muito semelhante a da mioglobina 
(Figura 5-6), apesar de a sequencia de aminoacidos dos 
tres polipeptideos ser identica apenas em 27 posigoes (Fi¬ 
gura 5-7). Os tres polipeptideos sao membros da familia 
proteica das globinas. A convengao para a denominagao de 
helice, descrita para a mioglobina, tambem se aplica para 
os polipeptideos da hemoglobina, exceto pelo fato de a 
subunidade a nao ter a helice curta D. 0 bolsao de ligagao 
ao heme e composto na maior parte pelas helices E e F em 
cada uma das subunidades. 

A estrutura quaternaria da hemoglobina caracteriza 
interagoes fortes entre as subunidades diferentes. A in¬ 
terface (e seu complemento agjSg) envolve mais de 30 
residuos, e sua interagao e suficientemente forte para que 
esses dimeros ap permanegam intactos mesmo que o trata- 
mento suave da hemoglobina com ureia separe o tetramero 
nos dimeros. A interface a^p^ (e a^PJ envolve 19 residuos 
(Figura 5-8). As interagoes hidrofobicas predominam em 
todas as interfaces, mas existem tambem muitas ligagoes de 
hidrogenio e alguns pares ionicos (ou pontes salinas) cuja 
importancia sera discutida adiante. 

A hemoglobina sofre mudan^a estrutural quando 
se liga ao oxigenio 

A analise por raios X revelou duas conformagoes principais 
da hemoglobina: o estado R e o estado T. Embora o oxi¬ 
genio se ligue a hemoglobina nos dois estados, ele tern mui¬ 
to mais afinidade pela proteina no estado R. A ligagao do 
oxigenio estabiliza o estado R. Experimentalmente, quando 
o oxigenio nao esta presente, o estado T e mais estavel, e 
e, assim, a conformagao predominante da desoxiemoglo- 
bina. Originalmente, T e R significavam “tenso” e “relaxa- 
do”, pois o estado T e estabilizado por um numero maior 
de pares ionicos, muitos dos quais ficam na interface a^p^ 
(e oL^Pi) (Figura 5-9). A ligagao do Og a subunidade da 
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FIGURA 5-8 Intera^des dominantes entre as subunidades da hemo- 
globina. (PDB ID 1HGA) Nesta representagao, as subunidades a estao em 
cinza-claro e as subunidades jS estao em cinza-escuro. As interapoes mais 
fortes (destacadas) ocorrem entre subunidades diferentes. Quando o oxige- 
nio se liga, o contato se altera urn pouco, mas existe uma grande altera- 
pao no contato a^f32, com o rompimento de varios pares ionicos. 
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FIGURA 5-7 A sequencia de aminoacidos da mioglobina de baleia e 
das cadeias a e j3 da hemoglobina Humana. As linhas tracejadas assi- 
nalam os limites das helices. Para urn alinhamento otimo, pequenas lacu¬ 
nas tiveram que ser introduzidas nas duas sequencias da Hb, onde haviam 
aminoacidos presentes nas sequencias usadas na comparapao. Com exce- 
pao da helice D que nao existe na Hba, esse alinhamento permite o uso da 
convenpao de letras das helices que enfatiza o posicionamento comum dos 
residuos de aminoacidos que sao identicos nas tres estruturas (sombreados). 
Os residuos sombreados em cor salmao sao conservados em todas as glo- 
binas conhecidas. Observe que a designapao comum de letras e numeros 
das helices para os aminoacidos nao corresponde necessariamente a uma 
posipao comum na sequencia linear de aminoacidos nos polipeptideos. Por 
exempio, o residuo His distal e His E7 nas tres estruturas, mas corresponde a 
His®^ His^® e His^^ nas sequencias lineares de Mb, Hba e Hbj8, respectivamen- 
te. Os residuos nao helicoidais nas extremidades carboxi e amino, alem do 
primeiro (A) e do ultimo (H) segmento a-helicoidal, estao assinalados com 
NA e HC, respectivamente. 
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FIGURA 5-9 Alguns pares ionicos que estabilizam o estado T da 
desoxiemoglobina. (a) Visao de perto de uma porpao da molecula da 
desoxiemoglobina no estado T (PDB ID IHGA). As interapdes entre os pa¬ 
res ionicos His HC3 e Asp FGl da subunidade (3 (em azul) e entre Lys C5 da 
subunidade a (em cinza) e His HC3 (seu grupo a-carboxilico) da subunidade 
jS estao indicadas com linhas tracejadas. (Lembre que HC3 e o residuo car- 
boxiterminal da subunidade jS.) (b) As interapdes entre estes pares ionicos e 
entre outros nao mostrados em (a) estao esquematizadas nesta representa- 
pao das cadeias polipeptidicas estendidas da hemoglobina. 
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EstadoT 


Estado R 


FIGURA5-10 Atransi^aoT^R. (PDBID IHGAe IBBB) Nesta representa- 
pao da desoxiemoglobina, as subunidades (3 estao em azul e as subunidades 
a estao em cinza, como na Figura 5-9. Cadeias laterals carregadas positiva- 
mente e cadeias terminals envolvidas em pares ionicos estao mostradas em 
azul, e suas parceiras carregadas negativamente, em vermelho. A Lys C5 de 
cada subunidade a e a Asp FGl de cada subunidade jS sao visiveis, mas nao 
estao marcadas (compare com a Figura 5-9a). Observe que a molecula esta 
com orientapao ligeiramente diferente da Figura 5-9. A transipao do estado 


T para o estado R altera de modo consideravel os pares de subunidades, afe- 
tando determinados pares ionicos. Mais perceptivelmente, os residuos de 
Flis FIC3 na extremidade carboxiterminal das subunidades jS que, no estado 
T, estao envolvidos em pares ionicos, no estado R sofrem rotapao em direpao 
ao centre da molecula, onde nao estao mais em pares ionicos. Outro resul- 
tado significativo da transipaoT^ R e urn estreitamento do bolsao entre as 
subunidades jS. 


hemoglobina no estado T desencadeia uma mudanga na 
conformagao para o estado R. Quando toda a protema sofre 
essa transigao, a estrutura das subunidades individuais se 
altera pouco, mas os pares de subunidades ajS deslizam um 
sobre o outro e sofrem rotagao, estreitando o bolsao entre 
as subunidades /3 (Figura 5-10). Nesse processo, alguns 
dos pares ionicos que estabilizam o estado T sao rompidos e 
alguns novos sao formados. 

Max Perutz propos que a transigao T ^ R e desenca- 
deada por mudangas na posigao de cadeias laterals de ami- 
noacidos-chave que circundam o heme. No estado T, a por- 
firina e levemente pregueada, fazendo com que o ferro do 
heme projete-se um pouco para o lado da His proximal (His 
F8). A ligagao do Og faz o heme assumir uma posigao mais 
planar, deslocando a posigao da His proximal e da helice F 
ligada (Figura 5-11). Essas mudangas levam a ajustes nos 
pares ionicos na interface 

A hemoglobina se liga ao oxigenio de forma 
cooperativa 

A hemoglobina deve se ligar com eficiencia ao oxigenio 
nos pulmoes - onde a pOg e cerca de 13,3 kPa - e libera-lo 
nos tecidos, onde a pOg e de 4 kPa. A mioglobina, on qual- 
quer protema que se ligue ao oxigenio com uma curva de 
ligagao hiperbolica, e mal adaptada para essa fungao, pelo 
motive ilustrado na Figura 5-12. A protema que se liga ao 
Og com alta afinidade capta oxigenio de maneira eficiente 
nos pulmoes, mas nao o libera muito nos tecidos. Por sua 
vez, se a protema se liga ao oxigenio com afinidade sufi- 
cientemente baixa para libera-lo nos tecidos, nao o capta 
muito nos pulmoes. 


A hemoglobina resolve o problema passando por uma 
transigao de um estado de baixa afinidade (o estado T) para 
um de alta afinidade (o estado R) a medida que mais mole- 
culas de Og vao sendo ligadas. Como resultado, a hemoglo¬ 
bina tern uma curva de ligagao ao oxigenio hibrida em forma 
de S, ou sigmoide (Figura 5-12). Proteinas com uma unica 
cadeia polipeptidica com um unico sitio de ligagao nao ge- 
ram uma curva de ligagao sigmoide - mesmo se a ligagao 
produzir uma mudanga de conformagao -, porque cada mo¬ 
lecula do ligante interage de modo independente e nao afe- 
ta a interagao de outra molecula. Em contrapartida, a liga¬ 
gao do Og as subunidades individuais da hemoglobina pode 
alterar a afinidade nas subunidades adjacentes. A primeira 
molecula de Og que interage com a desoxiemoglobina o faz 



EstadoT Estado R 


FIGURA 5-11 Mudangas de conformagao proximas ao heme pela li- 
ga^ao do O2 a desoxiemoglobina. (Derivado de PDB ID 1HGA e 1BBB) 
Acredita-se que a alteraqao da posiqao da helice F quando o heme se liga ao 
O 2 seja um dos ajustes que desencadeia a transigaoT^ R. 
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FIGURA 5-12 Curva sigmoide de liga^ao (cooperativa). A curva sig- 
moide de ligagao pode ser vista como uma curva hibrida que reflete a transi- 
gao de urn estado de baixa afinidade para urn de alta afinidade. Devido a sua 
ligagao cooperativa, evidenciada por uma curva sigmoide, a hemoglobina e 
mais sensivel as pequenas diferengas na concentragao de 02 entre os tecidos 
e os pulmoes, o que Ihe permite se ligar ao oxigenio nos pulmoes (onde a 
PO 2 e alta) e libera-lo nos tecidos (onde a p 02 e baixa). 


fracamente, pois se liga a uma subunidade no estado T. Sua 
ligagao, contudo, leva a mudangas conformacionais trans- 
feridas as subunidades adjacentes, facilitando a ligagao 
de moleculas adicionais de Og. De fato, a transigao T —> R 
ocorre mais facilmente na segunda subunidade depois da 
ligagao do Og a primeira subunidade. A ultima (quarta) mo- 
lecula de Og se liga ao heme de uma subunidade que ja esta 
no estado R, e por isso se liga com afinidade muito mais alta 
do que a primeira. 

Uma protema alosterica e aquela em que a interagao 
com um ligante em um sitio afeta as propriedades de liga¬ 
gao de outro sitio na mesma protema. 0 termo “alosterico” 
deriva do grego alios, “outro”, e stereos, “solido” ou “for¬ 
ma”. Proteinas alostericas sao as que tern “outras formas”, 
ou conformagoes, induzidas pela interagao com ligantes 
denominados moduladores. A mudanga conformacional in- 
duzida pelo(s) modulador(es) interconverte formas mais 
ativas e menos ativas da protema. Os moduladores das 
proteinas alostericas podem ser inibidores ou ativadores. 
Quando o ligante normal e o modulador sao identicos, a in¬ 
teragao e chamada de homotropica. Quando o modulador 
e uma molecula diferente do ligante normal, a interagao e 
heterotropica. Algumas proteinas tern dois ou mais modu¬ 
ladores e, em fungao disso, podem participar de interagoes 
homotropicas e heterotropicas. 

A interagao cooperativa de um ligante com uma pro- 
teina multimerica, como observado com a ligagao do Og 
a hemoglobina, e uma forma de ligagao alosterica. A inte¬ 
ragao de um ligante afeta a afinidade de qualquer sitio de 
ligagao ainda nao ocupado, e o Og pode ser considerado 
como ligante e modulador homotropico ativador. Existe 
apenas um sitio de ligagao para o Og em cada subunidade. 


de forma que os efeitos alostericos que dao origem a coo- 
peratividade sao mediados por mudangas conformacionais 
transmitidas de uma subunidade a outra por interagoes 
subunidade-subunidade. Uma curva sigmoide e sinal de 
ligagao cooperativa. Ela permite uma resposta muito mais 
sensivel a concentragao do ligante, sendo importante para 
a fungao de muitas proteinas multimericas. 0 principio da 
alosteria tambem se aplica as enzimas reguladoras, como 
sera visto no Capitulo 6. 

As mudangas conformacionais cooperativas depen- 
dem de variagoes na estabilidade estrutural de diferentes 
partes da proteina, conforme descrito no Capitulo 4. Os 
sitios de ligagao de uma proteina consistem em segmentos 
estaveis proximos a segmentos relativamente instaveis, 
sendo os ultimos capazes de mudangas frequentes na 
conformagao ou de desordem intrinseca (Figura 5-13). 


Sitio de 
ligaqao 



Sitio de 
ligaqao 


Instavel 
Menos estavel 
Estavel 


Senn ligante. Os segmentos 
em cor-de-rosa sao flexiveis; 
poucas conformaqoes 
facilitam a interagao do 
ligante. Os segmentos em 
verde sao estaveis no estado 
de baixa afinidade. 



Interaqao do ligante com 
uma subunidade. A interaqao 
estabiliza a conformaqao de 
alta afinidade do segmento 
flexivel (agora mostrado em 
verde). 0 restante do 
polipeptideo adquire 
conformagao de alta 
afinidade, e essa mesma 
conformaqao e estabilizada 
na outra subunidade por 
meio de interagoes 
protema-protema. 



A segunda molecula do 
ligante interage com a 
segunda subunidade. Essa 
interaqao ocorre com uma 
afinidade mais alta do que a 
interaqaoda primeira 
molecula, originando uma 
cooperatividade positiva. 


FIGURA 5-13 Mudangas estruturais em uma protema multimerica 
no processo de interagao cooperativa com o ligante. A estabilidade 
estrutural nao e uniforme em toda a molecula da proteina. Aqui esta mostra- 
da uma proteina dimerica hipotetica, com regioes de alta (em azul), media 
(em verde) e baixa (em vermelho) estabilidade. Os sitios de interagao com o 
ligante sao formados por segmentos de alta e baixa estabilidade, de forma 
que a afinidade pelo ligante e relativamente baixa. As mudangas conforma¬ 
cionais que ocorrem pela interagao com o ligante transformam a proteina 
de um estado de baixa afinidade para um de alta afinidade, uma forma de 
encaixe induzido. 
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No momento da interagao com o ligante, as partes moveis 
do sitio de ligagao na protema devem ser estabilizadas em 
uma conformagao particular, afetando a conformagao das 
subunidades polipeptidicas adjacentes. Se o sitio de liga¬ 
gao como um todo fosse altamente estavel, poucas mu- 
dangas estruturais ocorreriam nesse sitio ou seriam pro- 
pagadas para outras partes da protema apos a interagao 
com o ligante. 

Como no caso da mioglobina, outros ligantes, alem do 
oxigenio, podem interagir com a hemoglobina. Um exemplo 
importante e o CO, que interage 250 vezes melhor com a 
protema do que o Og. A exposigao humana ao CO pode ter 
consequencias tragicas (Quadro 5-1). 


multanea, e nao havera, em nenhuma situagao, proteinas 
parcialmente saturadas. Esse limite nunca e alcangado na 
pratica, e o valor de e sempre menor do que o numero 
real de sitios de ligagao na protema. 

Um menor que 1 indica cooperatividade negativa, na 
qual a interagao de uma molecula de ligante impede a inte¬ 
ragao de outras. Sao raros os casos bem documentados de 
cooperatividade negativa. 

Para adaptar a equagao de Hill a ligagao do oxigenio 
com a hemoglobina e preciso substituir novamente [L] por 

pOaeTTjPorPgo: 

P ‘^2 - n log P 50 (5-17) 


A interagao cooperativa do ligante pode ser descrita em 
termos quantitativos 

A ligagao cooperativa do oxigenio pela hemoglobina foi ana- 
lisada pela primeira vez por Archibald Hill, em 1910. Desse 
trabalho, surgiu a abordagem geral para o estudo da inte¬ 
ragao cooperativa de ligantes com proteinas multimericas. 

Para uma protema com n sitios de ligagao, o equilibrio 
da Equagao 5-1 torna-se 


P + tcL PL„ ( 5 - 12 ) 

e a expressao para a constante de associagao torna-se 

[PL„] 


[P][L]” 

A expressao para 6 (ver Equagao 5-8) e 

[Lf 


e = 


[LT 


K, 


(5-13) 


i (5-14) 


Rearranjar e entao tomar o log em ambos os lados resulta 
em 


e _ [L]" 
l-d~ 


(5-15) 


log (rVi) = ^ log [1^] " log S (5-16) 

emquePj = [Llgg. 

A Equagao 5-16 e a equagao de Hill, e uma curva 
do log [0/(1 - O')] versus log [L] e chamada de curva de 
Hill. Com base na equagao, a curva de Hill deveria ter 
uma inclinagao de n. Contudo, a inclinagao determinada 
experimentalmente na verdade nao reflete o numero de 
sitios de ligagao, mas o grau de interagao entre eles. A 
inclinagao de uma curva de Hill e, por isso, denominada 
o coeficiente de Hill, que e a medida do grau de 
cooperatividade. Se for igual a 1, a interagao com o 
ligante nao e cooperativa, situagao que pode surgir mes- 
mo em uma proteina multimerica se as subunidades nao 
se comunicam. Um maior que 1 indica cooperativida¬ 
de positiva. Essa e a situagao observada na hemoglobina, 
na qual a interagao com uma molecula do ligante facili- 
ta a interagao de outras. 0 limite superior teorico para 
e alcangado quando = n. Nesse caso, a ligagao e 
completamente cooperativa: todos os sitios de ligagao na 
protema serao ocupados com os ligantes de maneira si- 


As curvas de Hill para a mioglobina e a hemoglobina estao 
apresentadas na Figura 5-14. 

Dois modelos sugerem mecanismos para a 
liga^o cooperativa 

Os bioquimicos tern hoje muitas informagoes sobre os es- 
tados T e R da hemoglobina, mas muito ainda permanece 
para ser estudado sobre como ocorre a transigao T ^ R. 
Dois modelos para a interagao cooperativa de ligantes a 
proteinas com multiplos sitios de ligagao tern influenciado 
muito as consideragoes sobre esse problema. 

0 primeiro modelo foi proposto por Jacques Monod, 
Jeffries Wyman e Jean-Pierre Changeux, em 1965, sendo 
chamado de modelo MWC ou modelo combinado (Fi¬ 
gura 5-15a). Esse modelo presume que as subunidades 
de uma proteina de ligagao cooperativa sao funcionalmen- 
te identicas, que cada subunidade pode existir em (pelo 
menos) duas conformagoes, e que todas as subunidades 



log PO 2 

FIGURA 5-14 Curvas de Hill para a ligagao do oxigenio a mioglobi¬ 
na e a hemoglobina. Quando = 1, nao ha cooperatividade evidente. 
0 grau maximo de cooperatividade observado para a hemoglobina corres- 
ponde a cerca de = 3. Observe que embora isto indique um alto nivel de 
cooperatividade, e menor que n, que e o numero de sitios de ligagao para 
o O 2 na hemoglobina. Isto e normal para uma proteina que exibe comporta- 
mento alosterico de ligagao. 
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Monoxide de carbono: urn assassino furtive 


Lago Powell, Arizona, agosto de 2000. Uma familia esta- 
va aproveitando suas ferias em uma casa-barco alugada 
quando o gerador de eletricidade foi ligado para fazer 
funcionar um aparelho de ar-condicionado e um televi¬ 
sor. Quinze minutos mais tarde, dois irmaos, com Sell 
anos, pularam do conves da popa para nadar. A abertu- 
ra do exaustor do gerador estava situada imediatamente 
abaixo do conves, espago onde os dois foram nadar. Em 
dois minutos, os dois meninos foram envoMdos pelo mo- 
noxido de carbono que havia se concentrado no espago 
abaixo do conves. Os dois se intoxicaram e morreram 
afogados. Essas mortes, juntamente com uma serie de 
outras mortes ocorridas na decada de 1990, que tinham 
ligagao com casas-barco de modelo semelhante, levaram 
por fim ao recolhimento e a reestruturagao da montagem 
do exaustor do gerador. 

0 monoxido de carbono (CO), gas incolor e inodo- 
ro, e responsavel por mais da metade das mortes anuais 
por envenenamento no mundo. Tern uma afinidade pela 
hemoglobina 250 vezes maior do que a do oxigenio. Em 
consequencia, niveis relativamente baixos de CO podem 
ter efeitos substanciais e tragicos. 0 complexo formado 
pela ligagao do CO a hemoglobina e chamado de carbo- 
xiemoglobina, on COHb. 

Pequena parte do CO e produzida por processos na- 
turais, mas altos niveis localizados geralmente resultam 
de atividade humana. Motores e exaustores de caldei- 
ras sao fontes importantes, ja que o CO e um subprodu- 
to da combustao incompleta de combustiveis fosseis. 
Somente nos Estados Unidos, cerca de 4.000 pessoas 
morrem por envenenamento por CO por ano, de modo 
acidental ou intencional. Muitas das mortes acidentais 
envolvem a produgao nao detectada de CO em ambien- 
tes fechados, por mau funcionamento ou vazamento de 
caldeiras domesticas, liberando a substancia dentro de 
casa. No entanto, o envenenamento tambem pode ocor- 
rer em espagos abertos, quando pessoas desavisadas 
inalam o CO do escapamento de geradores, motores 
de popa, motores de tratores, veiculos de recreagao ou 
aparadores de grama. 

Os niveis de CO na atmosfera raramente sao pe- 
rigosos, variando de menos de 0,05 parte por milhao 
(ppm) em areas nao habitadas e remotas ate 3 a 4 ppm 
em algumas cidades do hemisferio norte. Nos Estados 
Unidos, o limite de CO determinado pelo governo (Oc¬ 
cupational Safety and Health Administration [OSHA]) 
em locais de trabalho e de 50 ppm por pessoa por turno 


de oito horas. A forte ligagao do CO a hemoglobina in- 
dica que a COHb pode acumular-se ao longo do tempo, 
quando as pessoas sao expostas a uma fonte constante 
e de baixo nivel de CO. 

Em media, em individuos saudaveis, menos de 1% da 
hemoglobina total esta complexada como COHb. Uma vez 
que o CO e um produto da fumaga do tabaco, muitos fu- 
mantes tern niveis de COHb na faixa de 3 a 8% do total da 
hemoglobina, podendo aumentar para 15% nos fumantes 
inveterados. Os niveis de COHb equilibram-se em 50% 
nas pessoas que respiram ar contendo 570 ppm de CO 
por varias horas. Metodos confiaveis foram desenvolvi- 
dos para relacionar o conteudo de CO na atmosfera com 
os niveis de COHb no sangue (Figura Q-1). Testes com 
casas-barco com escapamento do gerador semelhante 
ao responsavel pelas mortes no Lago Powell mostraram 
niveis de CO alcangando de 6.000 a 30.000 ppm sob o 
conves, e niveis de Og sendo reduzidos de 21 para 12% no 
mesmo local. Mesmo acima do conves foram detectados 
niveis de CO de 7.200 ppm, suficientemente altos para 
causar morte em poucos minutos. 

Como uma pessoa e afetada pela COHb? Em niveis 
de menos de 10% do total de hemoglobina, raramente 
se observam sintomas. Em 15%, o individuo sente dor 
de cabega leve. Em 20 a 30%, a dor de cabega e forte 


X 

o 

u 



Monoxido de carbono (ppm) 


FIGURA Q-1 Relagao entre os niveis de COHb no sangue e a concentra- 
gao de CO no ar ambiente. Sao mostradas quatro condiqoes diferentes, 
comparando-se os efeitos de exposiqao breve versus exposipao prolon- 
gada e exposipao em repouso versus exposipao durante exercicio leve. 


V. 


sofrem transigao de uma conformagao para a outra simul- 
taneamente. Nesse modelo, nenhuma proteina tern subuni- 
dades em conformagoes diferentes. As duas conformagoes 
estao em equilibrio. 0 ligante pode interagir com ambas as 
conformagoes, mas interage com cada uma com afinidade 
diferente. A interagao sucessiva das moleculas do ligante a 
conformagao de baixa afinidade (mais estavel na ausencia 


do ligante) torna mais provavel a transigao para a confor¬ 
magao de alta afinidade. 

No segundo modelo, o modelo sequencial (Figura 
5-15b), proposto em 1966 por Daniel Koshland e colabora- 
dores, a interagao com o ligante pode induzir uma mudanga 
de conformagao em uma subunidade individual. Essa mu¬ 
danga provoca uma alteragao similar em uma subunidade 
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e geralmente acompanhada por nausea, tontura, con- 
fusao, desorientagao e alguns disturbios visuais; esses 
sintomas costumam ser reversiveis pelo tratamento com 
oxigenio. Em mveis de COHb de 30 a 50%, os sintomas 
neurologicos tornam-se mais graves, e em mveis pro- 
ximos de 50%, o individuo perde a consciencia e pode 
entrar em coma. Pode seguir-se deficiencia respiratdria. 
Com a exposigao prolongada, alguns danos tornam-se 
permanentes. A morte normalmente ocorre quando os 
niveis de COHb ultrapassam 60%. A necropsia nos me- 
ninos que morreram no Lago Powell revelou niveis de 
COHb de 59 e 52%. 

A ligagao do CO a hemoglobina e afetada por muitos 
fatores, incluindo exercicio (Figura Q-1) e mudangas na 
pressao atmosferica relacionadas com a altitude. Devido 
aos seus niveis basais de COHb mais altos, os fumantes 
expostos a uma fonte de CO com frequencia apresentam 
sintomas mais rapidamente do que os nao fumantes. Os 
individuos com doengas cardiacas, pulmonares ou san- 
guineas que reduzem a disponibilidade do oxigenio para 
os tecidos tambem podem experimentar sintomas em ni¬ 
veis mais baixos de exposigao ao CO. Os fetos sao parti- 
cularmente mais suscetiveis ao risco de envenenamento 
por CO, pois a hemoglobina fetal tern uma afinidade pelo 
CO um pouco mais alta do que a hemoglobina do adulto. 
Tern sido relatados casos de exposigao ao CO nos quais o 
feto morre, mas a mae sobrevive. 

Parece surpreendente que a perda da metade da 
nossa hemoglobina para a COHb possa ser fatal - sabe- 
-se que as pessoas com qualquer uma das varias con- 
digoes de anemia conseguem viver razoavelmente bem 
com metade do total de hemoglobina ativa. No entanto, 
a ligagao do CO faz mais do que remover proteina do 
reservatorio disponivel para se ligar ao oxigenio. Ela 
tambem afeta a afinidade pelo oxigenio das subunidades 
remanescentes da hemoglobina. Quando o CO se liga a 
uma ou duas subunidades do tetramero da hemoglobi¬ 
na, a afinidade pelo Og e substancialmente aumentada 
nas subunidades restantes (Figura Q-2). Assim, o tetra¬ 
mero com duas moleculas de CO pode se ligar ao Og de 
modo eficiente nos pulmoes - mas libera muito pouco 
nos tecidos. A privagao do oxigenio nos tecidos torna- 
-se grave rapidamente. Para aumentar o problema, os 
efeitos do CO nao estao limitados a interferencia com a 
fungao da hemoglobina. 0 CO liga-se a outras hemepro- 
teinas e a uma grande variedade de metaloprotemas. As 
consequencias dessas interagoes ainda nao estao bem 


PO 2 nos PO 2 nos 

tecidos puinnoes 



FIGURA Q-2 Varias curvas de ligagao do oxigenio: para hemoglobina 
normal, para hemoglobina de um individuo anemico com somente 50% 
de sua hemoglobina funcional, e para hemoglobina de um individuo 
com 50% das subunidades ocupadas com CO. A p02no pulmao e nos 
tecidos humanos esta indicada. 

explicadas, mas podem ser responsaveis por alguns dos 
efeitos de longo prazo do envenenamento agudo, mas 
nao fatal, por CO. 

Na suspeita de envenenamento por CO, e essencial 
que a pessoa seja levada para longe da fonte do gas, mas 
isso nem sempre resulta em recuperagao rapida. Quan¬ 
do um individuo e removido de um local poluido com 
CO para uma atmosfera normal, o Og comega a substi- 
tuir o CO na hemoglobina - mas os niveis de COHb di- 
minuem muito lentamente, pois a meia-vida e de 2 a 6,5 
horas, dependendo dos fatores ambientais. Porem, se 
forem administrados, por meio de uma mascara, 100% 
de oxigenio a uma pressao de 3 atm (303 kPa), a velo- 
cidade de troca pode ser aumentada em quatro vezes, e 
a meia-vida para a troca Og-CO pode ser reduzida para 
algumas dezenas de minutos. Assim, o tratamento rapi- 
do por uma equipe medica adequadamente equipada e 
fundamental. 

Os detectores de CO sao altamente recomendados 
em todas as casas, sendo uma medida simples e barata 
para evitar possiveis tragedias. 


adjacente, sendo mais provavel a interagao de uma segunda 
molecula do ligante. Existem mais estados intermediarios 
possiveis nesse modelo do que no modelo combinado. Os 
dois nao sao mutuamente exclusivos; o modelo combinado 
pode ser visto como o caso restritivo “tudo ou nada” do mo¬ 
delo sequencial. No Capitulo 6, esses modelos serao utiliza- 
dos para investigar as enzimas alostericas. 


A hemoglobina tambem transporta e CO^ 

Alem de carregar praticamente to do o oxigenio de que as 
celulas necessitam dos pulmoes para os tecidos, a hemo¬ 
globina transporta dois produtos finals da respiragao ce- 
lular - H^ e COg - dos tecidos para os pulmoes e para os 
rins, onde sao excretados. 0 COg, produzido pela oxidagao 
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FIGURA 5-15 Dois modelos gerais para a 
interconversao de formas inativas e ativas 
de uma protema durante a intera^ao coo- 
perativa com o ligante. Embora os modelos 
possam ser aplicados para qualquer protema 
- incluindo qualquer enzima (Capitulo 6) - que 
exiba ligaqao cooperativa, aqui sao mostradas 
quatro subunidades porque o modelo foi origi- 
nalmente proposto para a hemoglobina. (a) No 
modelo combinado ou "tudo ou nada" (modelo 
MWC), postula-se que todas as subunidades es- 
tejam na mesma conformaqao, todas na forma 
O (baixa afinidade ou inativas) ou na forma □ 
(alta afinidade ou ativas). Dependendo do equi- 
librio, /<gq, entre as formas O e □, a interaqao com 
uma ou mais moleculas do ligante (L) desviara o 
equilibrio na direqao da forma □. As subunidades 
que ligam L estao sombreadas. (b) No modelo se- 
quencial, cada subunidade individual pode estar 
na forma O ou na forma □. Assim, e possivel um 
grande numero de conformaqoes. 


(a) 


(b) 


dos combustiveis organicos na mitocondria, e hidratado e 
forma bicarbonato: 

CO 2 + H 2 O + HCO 3 

Esta reagao e catalisada pela anidrase carbonica, en¬ 
zima particularmente abundante nos eritrocitos. 0 CO 2 nao 
e muito soluvel em solugao aquosa; e possivel a formagao 
de bolhas de CO 2 nos tecidos e no sangue se ele nao for 
convertido em bicarbonato. Como pode-se observar pela 
reagao catalisada pela anidrase carbonica, a hidratagao do 
CO 2 resulta em aumento na concentragao de (uma redu- 
gao no pH) nos tecidos. A ligagao do O 2 pela hemoglobina 
e profundamente influenciada pelo pH e pela concentragao 
de CO 2 , de forma que a conversao desse gas em bicarbonato 
e fundamental na regulagao da ligagao do oxigenio e sua 
liberagao no sangue. 

A hemoglobina transporta para os pulmoes e para os 
rins cerca de 40% do total do H"^ e 15 a 20% do CO 2 forma- 
do nos tecidos - o restante do H^ e absorvido pelo tampao 
bicarbonato do plasma e o restante do CO 2 e transporta- 
do como HCO'g e CO 2 dissolvidos. A ligagao do H^ e do 
CO 2 tern uma relagao inversa com a ligagao do oxigenio. 
No pH relativamente baixo e na alta concentragao de 
CO 2 dos tecidos perifericos, a afinidade da hemoglobina 
pelo oxigenio diminui quando o H^ e o CO 2 se ligam e o 
O 2 e liberado para os tecidos. Nos capilares do pulmao, 
ao contrario, quando o CO 2 e excretado e o pH do sangue 
consequentemente aumenta, a afinidade da hemoglobina 
pelo oxigenio aumenta, e a protema se liga a mais O 2 para 
transportar para os tecidos perifericos. Esse efeito do pH 
e da concentragao de CO 2 sobre a ligagao e a liberagao do 
oxigenio pela hemoglobina e chamado de efeito Bohr, re¬ 
ferenda ao fisiologista dinamarques que o descobriu em 
1904, Christian Bohr, pai de Niels Bohr. 

0 equilibrio da ligagao para a hemoglobina e uma mole- 
cula de oxigenio pode ser designado pela reagao 

Hb + O 2 Hb02 


mas essa nao e uma relagao completa. Para considerar o 
efeito da concentragao do H^ neste equilibrio de ligagao, a 
reagao e reescrita como 

HHb^ + O 2 Hb02 + H^ 

onde HHb"^ e a forma protonada da hemoglobina. Esta 
equagao nos diz que a curva de saturagao da hemoglobina 
pelo O 2 e influenciada pela concentragao de H"^ (Figura 
5-16). A hemoglobina se liga tanto ao O 2 quanto ao H^, 
mas com afinidade inversa. Quando a concentragao do 
oxigenio e alta, como nos pulmoes, a hemoglobina se liga 
ao O 2 e libera protons. Quando a concentragao e baixa, 
como nos tecidos perifericos, ela se liga ao H^ e o O 2 e 
liberado. 



FIGURA 5 -I 6 Efeito do pH sobre a ligagao do oxigenio a hemoglobina. 

0 pH do sangue e 7,6 nos pulmoes e 7,2 nos tecidos. As medidas experi- 
mentais das ligaqoes a hemoglobina frequentemente sao realizadas a pH 7,4. 
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0 O 2 e o nao se ligam ao mesmo sitio na hemoglo- 
bina. 0 Og se liga ao atomo de ferro do heme, enquanto o 

se liga a qualquer um dos varies residues de aminoa- 
cidos na proteina. A principal contribuigao para o efeito 
Bohr e feita pela His^^® (His HC3) das subunidades /3. Esse 
residue, quando protonado, forma um dos pares ionicos - 
com a Asp^^ (Asp FGl) - que auxilia na estabilizagao da 
desoxiemoglobina no estado T (Figura 5-9). 0 par ionico 
estabiliza a forma protonada da His HC3, dando a esse re¬ 
sidue uma anormalmente alta no estado T. A pZ^ di- 
minui para seu valor normal de 6,0 no estado R porque 
o par ionico nao pode se formar, e esse residue esta nao 
protonado na oxiemoglobina a pH 7,6, o pH do sangue nos 
pulmoes. A medida que a concentragao de H"^ aumenta, a 
protonagao da His HC3 promove a liberagao do oxigenio 
por favorecer a transigao para o estado T. A protonagao 
dos residues aminoterminais das subunidades a, de de- 
terminados residues de His e talvez de outros grupos tern 
efeito semelhante. 

Assim, as quatro cadeias polipeptidicas da hemoglobina 
se comunicam entre si, nao somente com relagao a ligagao 
do O 2 aos sens grupos heme, mas tambem com relagao a 
ligagao do H"^ a residues especificos. Alem disso, a hemoglo¬ 
bina se liga ao CO 2 tambem de uma maneira inversamente 
relacionada a ligagao do oxigenio. 0 dioxide de carbono se 
liga como grupo carbamate ao grupo a-amino da extremi- 
dade aminoterminal de cada cadeia de globina, formando 
carbaminoemoglobina: 
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carbaminoterminal 


Esta reagao produz H^, contribuindo para o efeito Bohr. 
Os carbamates ligados formam tambem pontes salinas 
adicionais (nao mostradas na Figura 5-9) que auxiliam 
na estabilizagao do estado T e promovem a liberagao do 
oxigenio. 

Quando a concentragao do dioxide de carbono e alta, 
como nos tecidos perifericos, algum CO 2 se liga a hemoglo¬ 
bina e reduz a afinidade pelo O 2 , causando sua liberagao. 
Quando, ao contrario, a hemoglobina chega aos pulmoes, a 
alta concentragao do oxigenio promove a ligagao do O 2 e a 
liberagao do CO 2 . E a capacidade de transmitir informagao 
da interagao com o ligante de uma subunidade polipeptidi- 
ca para as outras que faz a molecula de hemoglobina ser tao 
maravilhosamente adaptada na integragao do transporte de 
O 2 , CO 2 e H^ pelos eritrocitos. 

A ligagao do oxigenio com a hemoglobina e regulada 
pelo 2,3-bifosfoglicerato 

A interagao do 2,3-bifosfoglicerato (BPG) com as mole- 
culas de hemoglobina aprimora a fungao desta, sendo um 
exemplo de modulagao alosterica heterotipica. 
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0 BPG esta presente em concentragao relativamente 
alta nos eritrocitos. Quando a hemoglobina e isolada, ela 
contem grande quantidade de BPG, dificil de ser removida 
por completo. Na verdade, as curvas de ligagao entre he¬ 
moglobina e O 2 examinadas ate agora foram obtidas na pre- 
senga de BPG. Sabe-se que o BPG reduz muito a afinidade 
da hemoglobina pelo oxigenio - existe uma relagao inversa 
entre a ligagao do O 2 e do BPG. Por isso, e possivel descre- 
ver outro processo de ligagao para a hemoglobina: 

HbBPG + O 2 Hb02 + BPG 

0 BPG liga-se a um sitio distante do sitio de ligagao do 
oxigenio e regula a afinidade do O 2 pela hemoglobina em 
relagao a PO 2 nos pulmoes. 0 BPG e importante na adapta- 
gao fisiologica a PO 2 mais baixa nas grandes altitudes. Em 
um ser humano saudavel ao nivel do mar, a ligagao do O 2 
a hemoglobina e regulada de modo que a quantidade de 
O 2 liberada nos tecidos se aproxime de 40% da quantida¬ 
de maxima que o sangue e capaz de transportar (Figura 
5-17). Imagine que essa pessoa seja transportada repen- 
tinamente do nivel do mar para uma altitude de 4.500 me¬ 
tros, onde a PO 2 e muito mais baixa. A liberagao de O 2 para 
os tecidos e reduzida. No entanto, apos poucas horas na 
maior altitude, a concentragao de BPG no sangue comega 
a aumentar, levando a uma redugao na afinidade da hemo¬ 
globina pelo O 2 . Esse ajuste no nivel de BPG tern somente 
um pequeno efeito na ligagao do O 2 nos pulmoes, mas seu 
efeito e consideravel na liberagao do O 2 nos tecidos. Como 
resultado, a liberagao do oxigenio para os tecidos e restau- 
rada para cerca de 40% do O 2 que pode ser transportado 
pelo sangue. A situagao e revertida quando a pessoa retor- 
na ao nivel do mar. A concentragao de BPG nos eritrocitos 
aumenta tambem em pessoas que sofrem de hipoxia, ou 
seja, redugao da oxigenagao dos tecidos perifericos devido 
ao funcionamento inadequado dos pulmoes ou do sistema 
circulatorio. 

0 sitio de ligagao do BPG na hemoglobina e a cavidade 
entre as subunidades jS no estado T (Figura 5-18). Essa 
cavidade e revestida por residuos de aminoacidos com car- 
gas positivas que interagem com os grupos do BPG carre- 
gados negativamente. Ao contrario do O 2 , somente uma 
molecula de BPG se liga a cada tetramero da hemoglobina. 
0 BPG reduz a afinidade da hemoglobina pelo oxigenio por¬ 
que estabiliza o estado T. A transigao ao estado R estreita 
o bolsao de ligagao para o BPG, impedindo sua ligagao. Na 
ausencia do BPG, a hemoglobina e convertida mais facil- 
mente ao estado R. 
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FIGURA 5-17 Efeito de BPG sobre a liga^ao do oxigenio a hemoglo- 
bina. A concentragao de BPG no sangue humano normal e de 5 mM no 
nivel do mar e 8 mM nas grandes altitudes. Observe que a hemoglobina se 
liga muito fortemente ao oxigenio na ausencia de BPG, e a curva de ligagao 
parece hiperbolica. Na verdade, o coeficiente de Hill medido para a coope- 
ratividade da ligagao do O 2 se reduz muito pouco (de 3 para cerca de 2,5) 
quando o BPG e removido da hemoglobina, mas a parte ascendente da cur¬ 
va sigmoide esta confinada a uma regiao muito pequena proxima a origem. 
No nivel do mar, a hemoglobina esta quase totalmente saturada com O 2 nos 
pulmoes, mas somente urn pouco acima de 60% nos tecidos, de forma que 
a quantidade de O 2 liberada nos tecidos alcanga cerca de 38% do maximo 
que pode ser transportado no sangue. Em grandes altitudes, a liberagao do 
O 2 e reduzida em urn quarto, para 30% do maximo. Urn aumento na con- 
centragao de BPG, contudo, reduz a afinidade da hemoglobina pelo O 2 , de 
forma que aproximadamente 37% do que pode ser transportado e liberado 
novamente para os tecidos. 


A regulagao da ligagao do oxigenio a hemoglobina pelo 
BPG tern importante fungao no desenvolvimento fetal. 
Como o feto precisa captar oxigenio do sangue da mae, a 
hemoglobina fetal precisa ter maior afinidade pelo Og do 
que a hemoglobina materna. 0 feto sintetiza subunidades y 
em vez de j8, formando a hemoglobina 0 : 272 - Esse tetramero 
tern uma afinidade muito mais baixa pelo BPG do que a he¬ 
moglobina normal do adulto, tendo uma afinidade mais alta 
pelo Og. 6 Protemas de ligagao ao oxigenio - a hemoglobina e susceti- 
vel a regula^ao alosterica 


A anemia falciforme e uma doen^a molecular 
da hemoglobina 


A anemia falciforme, doenga humana hereditaria, 
demonstra de forma impressionante a importancia 
da sequencia de aminoacidos na determinagao das estru- 
turas secundaria, terciaria e quaternaria das protemas 
globulares e, portanto, suas fungoes biologicas. Sabe-se 
que existem quase 500 variantes geneticas da hemoglobi¬ 
na na populagao humana; a maioria delas e muito rara. A 



FIGURA 5-I8 Liga^ao do BPG a desoxiemoglobina. (a) A ligagao do 
BPG estabiliza o estadoT da desoxiemoglobina (PDB ID 1B86). As cargas 
negativas do BPG interagem com varios grupos positivamente carregados 
(mostrados em azul nesta imagem de contorno de superficie) que circun- 
dam o bolsao entre as subunidades jS no estadoT. (b) 0 bolsao para ligagao 
do BPG desaparece com a oxigenagao que segue a transigao para o estado R 
(PDB ID 1BBB). (Compare com a Figura 5-10.) 


maior parte das variagoes consiste em diferengas em um 
unico residue de aminoacido. Os efeitos sobre a estrutura 
e a fungao da hemoglobina com frequencia sao pequenos, 
mas as vezes podem ser extraordinarios. Cada variagao e 
produto de alteragao em um gene. Os genes variantes sao 
denominados alelos. Como os humanos geralmente tern 
duas copias de cada gene, um individuo pode ter duas c6- 
pias de um alelo (sendo, portanto, homozigoto para esse 
gene) ou uma copia de cada um de dois alelos diferentes 
(portanto, heterozigoto). 

A anemia falciforme ocorre em individuos que herdaram 
o alelo para a hemoglobina falciforme de ambos os pais. Os 
eritrocitos desses individuos sao anormais e em menor nu- 
mero. 0 sangue contem muitos eritrocitos longos e finos 
em forma de foice, alem de um grande numero de celulas 
imaturas (Figura 5-19). Quando a hemoglobina das celulas 
falciformes (chamada de hemoglobina S) e desoxigenada, 
ela torna-se insoluvel e forma polimeros que se agregam em 
fibras tubulares (Figura 5-20). A hemoglobina normal (he¬ 
moglobina A) permanece soluvel apos a desoxigenagao. As 
fibras insoluveis induzem a deformagao dos eritrocitos, e a 
proporgao das celulas falciformes aumenta muito a medida 
que o sangue e desoxigenado. 

As propriedades alteradas da hemoglobina S resultam 
da substituigao de um unico aminoacido, Val em vez de 
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FIGURA 5-19 Comparagao entre (a) eritrocitos normais, uniformes e em 
forma de tapa e (b) eritrocitos com formas variadas vistos na anemia falci- 
forme, que variam desde os normais ate os pontudos ou em forma de foice. 


Glu na posigao 6 das duas cadeias /3. 0 gmpo R da valina 
nao tern carga, ao passo que o glutamate tern carga negati- 
va em pH 7,4. Per isso, a hemoglobina S tern duas cargas 
negativas a menos do que a hemoglobina A (uma a menos 
em cada cadeia /3). A substituigao do residue Glu pelo Val 
cria um ponto de contato hidrofobico “adesivo” na posigao 
6 da cadeia j8, que esta na superficie externa da molecula. 
Devido a esses pontes, as moleculas de desoxiemoglobina 
S se associam anormalmente entre si, formando os agrega- 
dos longos e fibroses caractensticos dessa enfermidade. 
^ Protemas de liga^o ao oxigenio - defeitos na hemoglobina causam 
doen^a genetica seria 

A anemia falciforme, como observado, ocorre em indi- 
viduos homozigotos para o alelo falciforme do gene que co- 
difica a subunidade j8 da hemoglobina. Os individuos que 
recebem o alelo falciforme apenas de um dos pais (sendo, 
portanto, heterozigotos) apresentam uma condigao mais 
branda chamada de trago falciforme; somente cerca de 1% 
de seus eritrocitos torna-se falciforme com a desoxigena- 
gao. Esses individuos podem ter vida totalmente normal se 
evitarem exercicios vigorosos ou outros estresses do siste- 
ma circulatorio. 

A anemia falciforme e dolorosa e fatal. As pessoas com 
essa doenga sofrem crises repetidas provocadas per es- 
forgo fisico. Tornam-se fracas, com vertigens e ofegantes, 
sentem ruidos cardiacos e aumento na pulsagao. 0 con- 
teudo de hemoglobina do seu sangue e somente a metade 
do valor normal de 15 a 16 g/100 mb, porque as celulas 
falciformes sao muito frageis e se rompem com facilida- 
de; isso resulta em anemia (“falta de sangue”). Uma con- 
sequencia ainda mais grave e que os capilares ficam blo- 
queados pelas celulas longas e com morfologia anormal, 
causando muita dor e interferindo com a fungao normal 
dos capilares - principal fator para a morte prematura de 
muitos pacientes. 

Sem tratamento medico, as pessoas com anemia falci¬ 
forme geralmente morrem na infancia. Curiosamente, a fre- 


quencia do alelo falciforme na populagao e muito alta em 
determinadas partes da Africa. A investigagao desse assun- 
to levou a constatagao de que, nos individuos heterozigo¬ 
tos, o alelo confere resistencia pequena, mas significativa, a 
formas letais da malaria. A selegao natural resultou em uma 
populagao de alelos que equilibra os efeitos deleterios da 
condigao homozigota com a resistencia a malaria propiciada 
pela condigao heterozigota. ■ 


Hemoglobina A 


Hemoglobina S 





Intera^ao entre moleculas 




Alinhamento e cristaliza^ao 
(formaqao de fibras) 

(b) 


FIGURA 5-20 Hemoglobina normal e falciforme. (a) As diferenqas sutis 
entre a conformaqao da hemoglobina A e da hemoglobina S resultam da 
mudanga de um unico aminoacido nas cadeias jS. (b) Como resultado desta 
mudanga, a desoxiemoglobina S tern uma porgao hidrofobica na sua super¬ 
ficie, o que causa a agregagao das moleculas em filamentos que se associam 
em fibras insoluveis. 
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RESUMO 5.1 Intera^ao reversfvel de uma protema com urn 
ligante: protemas de ligagao ao oxigenio 

► A fungao proteica frequentemente necessita de intera- 
goes com outras moleculas. Uma protema interage com 
uma molecula, conhecida como ligante, no sen sitio de 
ligagao. As protemas sofrem alteragoes conformacionais 
quando interagem com o ligante, processo chamado de 
encaixe induzido. Em uma protema multimerica, a in- 
teragao do ligante com uma subunidade pode afetar a 
interagao com as outras subunidades. A interagao com o 
ligante pode ser regulada. 

► A mioglobina contem um grupo prostetico heme, que se 
liga ao oxigenio. 0 heme consiste em um unico atomo de 
Fe^^ coordenado no interior de uma porfirina. 0 oxige¬ 
nio se liga reversivelmente a mioglobina; essa ligagao re- 
versivel simples pode ser descrita por uma constante de 
associagao on uma constante de dissociagao K^. Para 
uma protema monomerica como a mioglobina, a fragao 
dos sitios de ligagao ocupados pelo ligante e uma fungao 
hiperbolica da concentragao do ligante. 

► A hemoglobina adulta normal tern quatro subunidades 
contendo heme, duas a e duas j8, semelhantes em estru- 
tura entre si e com a mioglobina. A hemoglobina existe 
em dois estados estruturais alternados, T e R. 0 estado 
T e mais estavel quando o oxigenio nao esta ligado. A li¬ 
gagao do oxigenio promove a transigao para o estado R. 

► A ligagao do oxigenio a hemoglobina e alosterica e coo- 
perativa. Quando o Og ocupa um sitio de ligagao, a he¬ 
moglobina sofre mudangas conformacionais que afetam 
os outros sitios de ligagao - exemplo de comportamento 
alosterico. As mudangas conformacionais entre os esta¬ 
dos T e R, mediadas pelas interagoes subunidade-subu- 
nidade, resultam em ligagao cooperativa; isto e repre- 
sentado por uma curva de ligagao sigmoide e pode ser 
analisado por uma curva de Hill. 

► Dois modelos principals tern sido propostos para explicar 
a interagao cooperativa de ligantes com proteinas multi- 
mericas: o modelo combinado e o modelo sequencial. 

► A hemoglobina tambem se liga ao e ao COg, resul- 
tando na formagao de pares ionicos que estabilizam o 
estado T e reduzem a afinidade da proteina pelo Og (o 
efeito Bohr). A ligagao do Og a hemoglobina e modulada 
tambem pelo 2,3-bifosfoglicerato, que se liga ao estado 
T e o estabiliza. 

► A anemia falciforme e uma doenga genetica causada 
pela substituigao de um unico aminoacido (Gin® por 
Vaf) nas cadeias /B da hemoglobina. A mudanga gera 
uma regiao hidrofobica na superficie da hemoglobina 
que causa a agregagao das moleculas em feixes de fi- 
bras. Essa condigao homozigota resulta em graves com- 
plicagoes medicas. 

5.2 Interagoes complementares entre protemas 
e ligantes: o sistema imune e as imunoglobulinas 

Foi visto como as conformagoes das proteinas de ligagao 
ao oxigenio afetam e sao afetadas pela interagao de ligan¬ 
tes pequenos (Og on CO) com o grupo heme. No entanto. 


a maioria das interagoes proteina-ligante nao envolve um 
grupo prostetico. Em vez disso, o sitio de ligagao com o 
ligante mais comumente se parece ao sitio de ligagao da 
hemoglobina com o BPG - uma fenda na proteina revesti- 
da por residuos de aminoacidos, organizados para tornar 
a interagao altamente especifica. A diferenciagao eficaz 
entre os ligantes e a norma nos sitios de ligagao, mesmo 
quando os ligantes apresentam apenas pequenas diferen- 
gas estruturais. 

Todos os vertebrados tern um sistema imune capaz de 
fazer a distingao molecular entre “proprio” e “nao proprio” 
e destruir o que for identificado como nao proprio. Dessa 
forma, o sistema imune elimina virus, bacterias e outros 
patogenos e moleculas que possam representar ameaga ao 
organismo. Em nivel fisiologico, a resposta imune constitui 
um conjunto intricado e coordenado de interagoes entre 
muitas classes de proteinas, moleculas e tipos celulares. No 
nivel das proteinas individuais, a resposta imune demonstra 
como um sistema bioquimico altamente sensivel e desen- 
volvido a partir de interagoes reversiveis entre ligantes e 
proteinas. 

A resposta imune caracteriza um conjunto de celulas e 
protemas especializadas 

A imunidade e realizada por uma grande variedade de 
leucocitos (celulas brancas do sangue), incluindo os ma- 
crofagos e os linfocitos, todos desenvoMdos na medula 
ossea a partir de celulas-tronco nao diferenciadas. Os linfo¬ 
citos deixam a corrente sanguinea e patrulham os tecidos, 
cada celula produzindo uma ou mais proteinas capazes de 
reconhecer e de se ligar a moleculas que poderiam sinalizar 
uma infecgao. 

A resposta imune consiste em dois sistemas comple¬ 
mentares, o sistema imune humoral e o celular. 0 sistema 
imune humoral (do latim humor, “fluido”) e dirigido para 
infecgoes bacterianas e virus extracelulares (encontrados 
nos fluidos do corpo), mas tambem pode responder a pro¬ 
teinas estranhas. 0 sistema imune celular destroi celulas 
hospedeiras infectadas por virus, alem de destruir alguns 
parasitas e tecidos estranhos. 

No centro da resposta imune humoral estao proteinas 
soluveis chamadas de anticorpos ou imunoglobulinas, 
abreviadas como ig As imunoglobulinas se Ilgam a bacte¬ 
rias, virus ou moleculas grandes identificadas como estra¬ 
nhas e as conduzem para a destruigao. Constituindo 20% do 
total de proteinas sanguineas, as imunoglobulinas sao pro- 
duzidas pelos linfocitos B, ou celulas B, que completam 
seu desenvoMmento na medula ossea. 

Os agentes no centro da resposta imune celular sao 
uma classe de linfocitos T, ou celulas T (assim chama¬ 
das porque os ultimos estagios de seu desenvoMmento 
ocorrem no timo), conhecidas como celulas T citotoxi- 
cas (celulas T^.). 0 reconhecimento de celulas infectadas 
ou de parasitas envolve proteinas chamadas de recepto- 
res de celulas T na superficie das celulas T citotoxicas. 
Os receptores sao proteinas normalmente encontradas na 
superficie externa das celulas e que se estendem atraves 
da membrana plasmatica; eles reconhecem e interagem 
com ligantes extracelulares, desencadeando mudangas no 
interior da celula. 
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Alem das celulas T citotoxicas, existem as celulas T 
auxiliares (celulas Tjj, de helper T cells'), cuja fungao 
e produzir protemas sinalizadoras soluveis chamadas de 
citocinas, as quais incluem as interleucinas. As celulas 
interagem com os macrofagos e participam somente de 
modo indireto na destmigao das celulas infectadas e dos 
patogenos, estimulando a proliferagao seletiva das celulas 

e B que podem se ligar a um antigeno especifico. Esse 
processo, chamado de selegao clonal, aumenta o numero 
de celulas do sistema imune que podem responder a um 
patogeno especifico. A importancia das celulas T^e ilustra- 
da pela epidemia produzida pelo HIV (virus da imunode- 
ficiencia humana), o virus que causa a Aids (smdrome da 
imunodeficiencia adquirida). Os alvos primarios da infecgao 
por HIV sao as celulas T^, cuja eliminagao incapacita pro- 
gressivamente todo o sistema imune. A Tabela 5-2 resume 
as fungoes de alguns leucocitos do sistema imune. 

Cada proteina de reconhecimento do sistema imune, 
seja um receptor de celula T ou um anticorpo produzido 
pelas celulas B, se liga especificamente a uma determinada 
estrutura quimica, distinguindo-a de todas as outras. Os hu- 
manos tern a capacidade de produzir mais de 10^ anticorpos 
diferentes com diferentes especificidades de ligagao. Em 
decorrencia dessa extraordinaria diversidade, qualquer es¬ 
trutura quimica na superficie de um virus ou de uma celula 
invasora tera a probabilidade de ser reconhecida por um ou 
mais anticorpos e interagir com eles. A diversidade de anti¬ 
corpos e derivada do rearranjo aleatorio de um conjunto de 
segmentos de genes de imunoglobulina por meio dos meca- 
nismos de recombinagao genica apresentados no Capitulo 
25 (ver Figura 25-42). 

Um vocabulario especializado e usado para descrever as 
interagoes exclusivas entre os anticorpos ou receptores de 
celulas T e as moleculas com as quais se ligam. Qualquer 
molecula ou patogeno capaz de induzir resposta imune 
chama-se antigeno. Um antigeno pode ser um virus, uma 
parede bacteriana, uma proteina isolada ou outra macro- 
molecula. Um antigeno complexo pode interagir com varios 
anticorpos diferentes. Um determinado anticorpo ou um 
receptor de celula T se liga somente a uma estrutura mole¬ 
cular especifica dentro do antigeno chamada de determi- 
nante antigenico ou epitopo. 


TABELA 5-2 


Alguns tipos de leucodtos assodados com o 
sistema imune 


Tipo celular 

Fun^ao 

Macrofagos 

lugerem, por fagocitose, celulas e 
particulas grandes 

Linfocitos B (celulas B) 

Produzem e secretam anticorpos 

Linfocitos T (celulas T) 

Celulas T citotoxicas (T(.) 

Interagem com celulas hospedei- 
ras infectadas por meio de recep¬ 
tores na superficie das celulas T 

Celulas T auxiliares (T^) 

Interagem com macrofagos e se¬ 
cretam citocinas (interleucinas) 
que estimulam a proliferagao das 
celulas T^, e B 


Seria improdutivo para o sistema imune responder a 
pequenas moleculas, intermediarios comuns e produtos do 
metabolismo celular. Moleculas com massa molecular me- 
nor que 5.000 em geral nao sao reconhecidas como antige- 
nos. No entanto, quando as moleculas pequenas sao uni- 
das covalentemente a uma proteina grande, no laboratorio, 
elas podem ser usadas para induzir uma resposta imune. 
Essas moleculas pequenas sao chamadas de haptenos. Os 
anticorpos produzidos em resposta aos haptenos ligados a 
proteinas se ligarao as mesmas moleculas pequenas na sua 
forma livre. Tais anticorpos sao utilizados as vezes no de- 
senvoMmento de testes analiticos, descritos adiante neste 
capitulo, ou como ligante especifico na cromatografia de 
afinidade (ver Figura 3-18c). Agora sera feita uma descri- 
gao mais detalhada dos anticorpos e de suas propriedades 
de ligagao. 

Os anticorpos tern dois si'tios identicos de ligagao 
ao antigeno 

A imunoglobulina G (IgG) e a principal classe de mole¬ 
cula de anticorpo e e uma das proteinas mais abundantes 
no soro. As IgG sao formadas por quatro cadeias polipep- 
tidicas: duas cadeias pesadas (grandes) e duas cadeias 
leves, unidas por ligagoes nao covalentes e ligagoes dis- 
sulfeto, formando um complexo com massa molecular de 
150.000. As cadeias pesadas interagem em uma das extre- 
midades e se ramificam para interagir separadamente com 
as cadeias leves, formando uma molecula com o formato 
de Y (Figura 5-21). As imunoglobulinas podem ser hidro- 
lisadas por proteases nas “dobradigas” que separam a base 
da molecula de seus bragos. A hidrolise pela papaina libe¬ 
ra o fragmento basal, chamado de Fc porque geralmente 
cristaliza com facilidade, e os dois ramos, chamados de 
Fab (do ingles antigen-binding), ou seja, os fragmentos 
de ligagao ao antigeno. Cada ramo tern um unico sitio de 
ligagao ao antigeno. 

A estrutura basica das imunoglobulinas foi estabelecida 
por Gerald Edelman e Rodney Porter. Cada cadeia e for- 
mada por dominios identificaveis; alguns sao constantes 
em sequencia e estrutura entre as IgG, outros sao variaveis. 
Os dominios constantes tern uma estrutura caracteristica 
conhecida como padrao de enovelamento das imuno¬ 
globulinas, motivo estrutural bem conservado em todas as 
proteinas da classe /3 (Capitulo 4). Existem tres dominios 
constantes em cada cadeia pesada e um em cada cadeia 
leve. As cadeias leves e pesadas tambem tern, cada uma de- 
las, um dominio variavel, no qual se encontra a maior parte 
da variabilidade na sequencia de aminoacidos. Os dominios 
variaveis se associam para formar o sitio de ligagao ao anti¬ 
geno (Figura 5-21), permitindo a formagao de um comple¬ 
xo antigeno-anticorpo (Figura 5-22). 

Em muitos vertebrados, a IgG e apenas uma das cin- 
co classes de imunoglobulinas. Cada classe tern um tipo 
caracteristico de cadeia pesada, denominados a, 8, s, y 
e fji para IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, respectivamente. Dois 
tipos de cadeia leve, k e A, ocorrem em todas as classes 
de imunoglobulinas. A estrutura global da IgD e da IgE 
e semelhante a da IgG. A IgM ocorre tanto como mo- 
nomero, a forma de ligagao a membrana, quanto como 
forma secretada que consiste em um pentamero da sua 
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FIGURA 5-21 Imunoglobulina G. (a) Pares de cadeias leves e pesadas 
combinam-se para formar uma molecula com formato deY. Dois sitios de 
ligapao ao antigeno formam-se pela combinapao dos dominios variaveis de 
uma cadeia leve (VJ e de uma cadeia pesada (VJ. A hidrolise com papaina 
separa as porpoes Fc e Fab da proteina na regiao da dobradipa. A porpao Fc 
tambem contem carboidratos ligados (mostrados em [b]). (b) Modelo em 


fita da primeira molecula completa de IgG cristalizada e analisada estrutural- 
mente (PDB ID 11GT). Apesar de a molecula ter duas cadeias pesadas identi- 
cas (dois tons de azul) e duas cadeias leves identicas (dois tons de vermelho), 
ela cristaliza na conformapao assimetrica mostrada aqui. E possivel que a 
flexibilidade conformacional seja importante para a funpao das imunoglo- 
bulinas. 


estrutura basica (Figura 5-23). A IgA, encontrada prin- 
cipalmente em secregoes como saliva, lagrima e leite, 
pode ser um monomero, dimero ou tnmero. A IgM e o 
primeiro anticorpo sintetizado pelos linfocitos B e o prin¬ 
cipal anticorpo nos estagios iniciais de uma resposta imu- 
ne primaria. Algumas celulas B logo comegam a produzir 
IgD (com o mesmo sitio de ligagao ao antigeno que a IgM 
produzida pela mesma celula), mas sua fungao especifica 
e menos clara. 



antfgeno-anticorpo 


FIGURA 5-22 Ligagao da IgG a um antigeno. Os sitios de ligapao na IgG 
frequentemente sofrem pequenas mudanpas conformacionais para gerar 
um encaixe otimo para o antigeno. Este encaixe induzido e comum em mui- 
tas interapoes proteina-ligante. 


A IgG descrita anteriormente e o principal anticorpo 
secundario na resposta imune que se inicia por uma clas- 
se de celulas B chamadas de celulas B de memoria. Como 
parte do avango da imunidade do organismo aos antigenos 
ja encontrados e combatidos, a IgG e a imunoglobulina mais 
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FIGURA 5-23 Pentamero IgM de unidades de imunoglobulina. 0 

pentamero e unido por ligapoes dissulfeto (em amarelo). A cadeia J e um 
polipeptideo de 20.000, encontrado na IgA e na IgM. 
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abundante no sangue. Quando a IgG se liga a uma bacteria 
invasora on a um virus, ela ativa determinados leucocitos 
como os macrofagos para engolfar e destruir o invasor e 
tambem ativa alguns outros elementos da resposta imune. 
Os receptores na superficie dos macrofagos reconhecem e 
se ligam a regiao Fc da IgG. Quando esses receptores se 
ligam a um complexo patogeno-anticorpo, o macrofago en- 
golfa, por fagocitose, o complexo (Figura 5-24). 

A IgE tern um papel importante na resposta alergica, 
interagindo com basofilos (leucocitos fagociticos) no 


sangue e com celulas secretoras de histamina chamadas de 
mastocitos, altamente distribuidas nos tecidos. Essa imuno- 
globulina se liga, por meio de sua regiao Fc, a receptores 
especiais nos basofilos on nos mastocitos. Assim, a IgE ser¬ 
ve como receptor para o antigeno. Se o antigeno estiver li- 
gado, as celulas sao induzidas a secretar histamina e outras 
aminas com atividades biologicas que causam dilatagao e 
aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos. Acredi- 
ta-se que esses efeitos sobre os vasos facilitem o movimen- 
to das celulas e proteinas do sistema imune para o local da 
inflamagao. Tambem produzem os sintomas normalmente 
associados com alergias. 0 polen ou outros alergenos sao 
reconhecidos como estranhos, desencadeando uma respos¬ 
ta imune normalmente reservada para patogenos. ■ 


Os anticorpos se ligam ao antigeno de modo firme 
e especifico 

A especificidade de ligagao de um anticorpo e determinada 
pelos residues de aminoacidos nos dominies variaveis de 
suas cadeias leves e pesadas. Muitos residues desses domi¬ 
nies sao variaveis, de uma forma aleatoria. Alguns, chama- 
dos de hipervariaveis, sao bem mais suscetiveis a variagao 
- em especial os que revestem o sitio de ligagao ao antige¬ 
no. A especificidade e conferida pela complementaridade 
quimica entre o antigeno e o sen sitio especifico de ligagao, 
em termos de forma e da localizagao dos grupos carrega- 
dos, apolares e com ligagoes de hidrogenio. Por exemplo, 
um sitio de ligagao com um grupo de carga negativa pode 



FIGURA 5-24 Fagocitose por um macrofago de um virus ligado a an¬ 
ticorpos. A regiao Fc dos anticorpos ligados ao virus se liga aos receptores 
Fc na superficie de um macrofago, desencadeando o engolfamento e a des- 
truigao do virus. 


se ligar a um antigeno com carga positiva na posigao com- 
plementar. Em muitos exemplos, a complementaridade e 
obtida de modo interativo, uma vez que as estruturas do 
antigeno e do sitio de ligagao sao influenciadas mutua- 
mente a medida que se aproximam. As mudangas confor- 
macionais no anticorpo e/ou no antigeno, entao, permitem 
a interagao completa entre os grupos complementares. 
Esse e um exemplo de encaixe induzido. 0 complexo for- 
mado por um peptideo derivado do HIV (modelo de antige¬ 
no) e uma molecula Fab, mostrado na Figura 5-25, ilustra 
algumas dessas propriedades. As mudangas na estrutura 
observadas apos a ligagao do antigeno sao particularmente 
notaveis neste exemplo. 

Uma interagao antigeno-anticorpo tipica e muito forte, 
caracterizada por valores de tao baixos quanto 10”^° m 
(lembre-se de que uma mais baixa corresponde a uma 
interagao mais forte; ver Tabela 5-1). A reflete a ener- 
gia derivada das varias interagoes de van der Waals, ionicas, 
hidrofobicas e de ligagoes de hidrogenio que estabilizam a 
ligagao. A energia de ligagao necessaria para produzir uma 

de 10”^° M e de cerca de 65 kJ/mol. 



(a) Conformagao sem (b) Antigeno ligado (c) Antigeno ligado 

antigeno ligado (mas nao mostrado) (mostrado) 


FIGURA 5-25 Encaixe induzido na ligagao de um antigeno a IgG. A 

molecula, mostrada em contorno de superficie, e o fragmento Fab de uma 
IgG. 0 antigeno e um pequeno peptideo derivado do HIV. Dois residuos na 
cadeia pesada (em azul) e um na cadeia leve (em vermelho) estao coloridos 
para servirem de pontos de referencia visual, (a) Visao, na diregao do sitio 
de ligagao ao antigeno, do fragmento Fab na ausencia do antigeno (PDB 


ID 1GGC). (b) A mesma visao, mas com o fragmento Fab na conformagao 
"ligada" (PDB ID 1GGI); o antigeno foi omitido para dar uma visao clara do 
sitio de ligagao alterado. Observe como a cavidade de ligagao se alargou 
e varios grupos tiveram suas posigoes alteradas. (c) A mesma visao de (b), 
mas com o antigeno no sitio de ligagao, desenhado como estrutura em 
bastao vermelho. 
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A intera^o antigeno-anticorpo e a base para uma grande 
variedade de procedimentos analiticos importantes 

A extraordinma afinidade de ligagao e a especificidade dos 
anticorpos os tornam reagentes analiticos valiosos. Dois 
tipos de preparagao de anticorpos sao utilizados: policlo- 
nal e monoclonal. Os anticorpos policlonais sao aqueles 
produzidos por muitos linfocitos B diferentes em resposta a 
um antigeno, como uma proteina injetada em um animal. As 
celulas na populagao de linfocitos B produzem anticorpos 
que se ligam a epitopos diferentes e especificos no antige¬ 
no. Assim, as preparagoes policlonais contem uma mistura 
de anticorpos que reconhecem diferentes partes da pro- 
teina. Os anticorpos monoclonais, em contrapartida, sao 
sintetizados por uma populagao de celulas B identicas (um 
clone) em cultivo celular. Esses anticorpos sao homoge- 
neos, todos reconhecendo o mesmo epitopo. A tecnica para 
produgao de anticorpos monoclonais foi desenvolvida por 
Georges Kohler e Cesar Milstein. 

A especificidade dos anticorpos tern utilidades praticas. 
Um determinado anticorpo pode ser ligado covalentemente 
a uma resina e usado em uma coluna cromatografica como a 
mostrada na Figura 3-17c. Quando uma mistura de proteinas 
e adicionada a coluna, o anticorpo se liga especificamente a 
sua proteina-alvo e a retem na coluna enquanto as outras 



Georges Kohler, 1946-1995 Cesar Milstein, 1927-2002 


proteinas nao sao retidas. A proteina-alvo e entao eluida da 
resina por uma solugao salina ou algum outro agente. Essa e 
uma ferramenta potente na analise de proteinas. 

Em outra tecnica analitica versatil, um anticorpo e liga¬ 
do a um marcador radioativo ou algum outro reagente que 
o torna facilmente detectavel. Quando o anticorpo se liga 
a proteina-alvo, o marcador revela a presenga da proteina 
em uma solugao ou a sua localizagao em um gel, ou mesmo 
em uma celula viva. Diversas variagoes desse procedimento 
estao ilustradas na Figura 5-26. 


FIGURA 5-26 Tecnicas com anticorpo. A reagao 
especifica de um anticorpo com o seu antigeno e a 
base de varias tecnicas que identificam e quantificam 
uma proteina especifica em uma amostra complexa. 

(a) Uma representaqao esquematica do metodo geral. 

(b) Um Elisa para testar a presenga de anticorpos anti- 
-HSV (virus do herpes simples) em amostras de sangue. 
Os pogos foram recobertos com o antigeno HSV, ao 
qual se ligarao os anticorpos contra HSV. 0 segundo 
anticorpo e uma anti-IgG humana ligada a peroxida¬ 
se. Ao se completarem as etapas mostradas em (a), os 
pogos com coloragao amarelo-brilhante sao os que 
conterao as amostras de sangue com as maiores quan- 
tidades de anticorpos anti-HSV. (c) Um imunoblot. As 
canaletas 1 a 3 sao de um gel de SDS; amostras de esta- 
gios sucessivos na purificagao de uma proteina-cinase 
foram separadas e coradas com azul de Coomassie. As 
canaletas 4 a 6 mostram as mesmas amostras, mas que 
foram eletroforeticamentetransferidas para uma mem- 
brana de nitrocelulose apos a separagao no gel de SDS. 
A membrana foi entao"sondada"com anticorpo contra 
a proteina-cinase. Os numeros entre o gel e o imuno¬ 
blot indicam a massa molecular, M^, em milhares. 
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Um Elisa (do ingles enzyme-linked immunosorbent 
assay, on ensaio imunossorvente ligado a enzima) pode 
ser usado para fazer uma triagem rapida da quantidade de 
um antigeno em uma amostra (Figura 5-26b). As protemas 
da amostra sao adsorvidas em uma superficie inerte, geral- 
mente uma placa de poliestireno com 96 pogos. A superficie 
e lavada com uma solugao de uma proteina nao especifica 
de baixo custo (em geral, caseina de leite em p6 sem gordu- 
ra) para bloquear a adsorgao das protemas introduzidas nas 
etapas subsequentes aos locals vazios da placa. A superficie 
e entao tratada com solugao contendo o anticorpo primario 

- um anticorpo contra a proteina de interesse. Anticorpos 
nao ligados sao removidos por lavagem, e a superficie e tra¬ 
tada com uma solugao contendo um anticorpo secundario 

- contra o anticorpo primario - ligado a uma enzima que 
catalisa uma reagao que forma um produto colorido. Apos a 
remogao do anticorpo secundario nao ligado, e adicionado 
o substrato da enzima. A formagao do produto (monitorada 
pela intensidade da cor) e proporcional a concentragao, na 
amostra, da proteina de interesse. 

Em um ensaio de imunohlot, tambem chamado de 
Western blot (Figura 5-26c), as proteinas separadas por 
eletroforese em gel sao transferidas eletroforeticamente 
para uma membrana de nitrocelulose. A membrana e blo- 
queada (conforme descrito antes para o Elisa) e tratada su- 
cessivamente com o anticorpo primario, com o anticorpo 
secundario ligado a enzima e com o substrato. Um precipi- 
tado colorido se forma somente na banda que contem a pro¬ 
teina de interesse. 0 imunohlot permite a detecgao de um 
componente minoritario em uma amostra e fornece uma 
estimativa de sua massa molecular. ^ Imunoblot 

Outras facetas dos anticorpos serao abordadas em capi- 
tulos posteriores. Extremamente importantes em medicina, 
os anticorpos podem esclarecer muito sobre a estrutura das 
proteinas e a agao dos genes. 

RESUMO 5.2 Intera^es complementares entre protemas e 
ligantes; o sistema imune e as imunoglobulinas 

► A resposta imune e mediada por interagoes entre um 
grupo de leucocitos especializados e suas proteinas as- 
sociadas. Os linfocitos T produzem receptores de celu- 
las T, e os linfocitos B produzem imunoglobulinas. Em 
um processo chamado de selegao clonal, as celulas T au- 
xiliares induzem a proliferagao ou de celulas B e celulas 
T citotoxicas, que produzem imunoglobulinas, ou de re¬ 
ceptores de celulas T, que interagem com um antigeno 
especifico. 

► Os humanos tern cinco classes de imunoglobulinas, cada 
uma com fungoes biologicas distintas. A IgG e a clas- 
se mais abundante, sendo uma proteina em formate de 
Y com duas cadeias pesadas e duas cadeias leves. Os 
dominies proximos da extremidade superior do Y sao 
hipervariaveis dentro da vasta populagao das IgG e for- 
mam dels sitios de ligagao ao antigeno. 

► Determinada imunoglobulina geralmente interage com 
uma parte somente, chamada de epitopo, de um anti¬ 
geno grande. A interagao frequentemente envolve mu- 
dangas na conformagao da IgG, um encaixe induzido ao 
antigeno. 


► A especificidade de ligagao refinada das imunoglobu¬ 
linas e explorada em tecnicas analiticas como Elisa e 

imunohlot. 

5.3 Interagoes proteicas moduladas por energia 
qui'mica: actina, miosina e motores moleculares 

Os organismos se movem. As celulas se movem. As orga- 
nelas e as macromoleculas se movem dentro das celulas. 
A maioria desses movimentos resulta da atividade de uma 
classe fascinante de motores moleculares proteicos. Abas- 
tecidos com energia quimica, geralmente derivada de ATP, 
grandes agregados de proteinas motoras sao submetidos a 
mudangas conformacionais ciclicas que se acumulam em 
uma forga unificada e direcional - forga muito pequena que 
separa os cromossomos em uma celula em divisao, e uma 
forga imensa que impulsiona no ar um felino selvagem de 
um quarto de tonelada. 

As interagoes entre as proteinas motoras, como pode 
ser previsto, caracterizam combinagoes complementares 
de interagoes de van der Waals, ionicas, hidrofobicas e de 
ligagoes de hidrogenio nos sitios de ligagao das proteinas. 
Nas proteinas motoras, no entanto, essas interagoes alcan- 
gam niveis extremamente altos de organizagao espacial e 
temporal. 

As proteinas motoras constituem a base da contragao 
muscular, da migragao das organelas ao longo dos micro- 
tubulos, da rotagao dos flagelos bacterianos e do movi- 
mento de algumas proteinas ao longo do DNA. As protei¬ 
nas chamadas de cinesinas e dineinas movem-se ao longo 
dos microtubulos, puxando organelas ou reorganizando os 
cromossomos durante a divisao celular. Uma interagao da 
dineina com os microtubulos realiza o movimento dos ci- 
lios e dos flagelos eucarioticos. 0 movimento flagelar das 
bacterias envolve um motor rotacional complexo na base 
do flagelo (ver Figura 19-41). As helicases, as polimerases e 
outras proteinas movem-se ao longo do DNA ao realizarem 
suas fungoes no metabolismo do acido nucleico (Capitulo 
25). Aqui o foco sera o exemplo bem estudado das protei¬ 
nas contrateis do musculo esqueletico dos vertebrados, 
como um paradigma para a forma pela qual as proteinas 
transformam energia quimica em movimento. 

A actina e a miosina sao as principais proteinas 
do musculo 

A forga contratil do musculo e gerada pela interagao de 
duas proteinas, miosina e actina. Organizadas em filamen- 
tos submetidos a interagoes transitorias que deslizam uns 
sobre os outros para realizar a contragao, juntas, a actina 
e a miosina compoem mais de 80% da massa proteica do 
musculo. 

A miosina (M^ 520.000) tern seis subunidades: duas 
cadeias pesadas (cada qual comM^ 220.000) e quatro ca¬ 
deias leves (cada qual comM^ 20.000). As cadeias pesadas 
respondem pela maior parte da estrutura total. Nas extre- 
midades C-terminais, estao organizadas como helices a 
estendidas, enroladas umas ao redor das outras em uma 
espiral fibrosa enrolada para a esquerda, semelhante a da 
a-queratina (Figura 5-27a). Cada cadeia pesada tern. 
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nas extremidades N-terminais, um dommio globular gran¬ 
de contendo o sitio onde o ATP e hidrolisado. As cadeias 
leves estao associadas com o dommio globular. Quando a 
miosina e tratada com a protease tripsina por um periodo 
curto, a maioria das fibras e hidrolisada, dividindo a pro- 




FIGURA5-27 Miosina. (a) A miosina tern duas cadeias pesadas (em duas 
tonalidades de cor-de-rosa), com os terminais carboxilicos formando uma 
espiral enrolada estendida (cauda) e os terminais amino formando dominios 
globulares (cabepas). Duas cadeias leves (em azul) associam-se com cada ca- 
bepa de miosina. (b) A hidrolise com tripsina e papaina separa as cabepas 
(fragmentos SI) das caudas. (c) Representapao em fita do fragmento SI (a 
partir de coordenadas fornecidas por Ivan Rayment). A cadeia pesada esta 
em cinza e as duas cadeias leves estao em duas tonalidades de azul. 


teina em componentes chamados de meromiosina leve e 
pesada (Figura 5-27b). 0 dommio globular - chamado de 
subfragmento 1 da miosina, ou SI, ou simplesmente ca- 
bega de miosina - e liberado da meromiosina pesada por 
hidrolise com papaina. 0 fragmento SI, o dominio motor 
que torna possivel a contragao muscular, pode ser crista- 
lizado, e sua estrutura completa, conforme determinada 
por Ivan Rayment e Hazel Holden, esta mostrada na Fi¬ 
gura 5-2 7c. 

Nas celulas musculares, as moleculas de miosina se 
agregam e formam estruturas chamadas de filamentos 
grosses (Figura 5-28a). Essas estruturas em forma de 
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FIGURA 5-28 Os componentes principals do musculo, (a) A miosina 
agrega-se e forma uma estrutura bipolar chamada de filamento grosso. (b) A 
actina F e um conjunto filamentoso de monomeros de actina G que polime- 
rizam dois a dois, dando o aspecto de dois filamentos enrolados um sobre 
o outro em uma orientapao a direita. (c) Modelo de volume atomico de um 
filamento de actina (em tonalidade de vermelho), com cabepa de miosina 
(em cinza e duas tonalidades de azul) ligada a um monomero de actina den- 
tro do filamento (a partir de coordenadas fornecidas por Ivan Rayment). 
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bastao sao o centro da unidade contratil. Dentro do filamen- 
to grosso, varias centenas de moleculas de miosina estao 
organizadas com suas “caudas” fibrosas associadas de modo 
a formal uma estrutura bipolar longa. 0 dominio globular 
projeta-se de cada uma das extremidades dessa estrutura, 
em arranjos regulares empilhados. 

A segunda protema importante do musculo, actina, 
e abundante em quase todas as celulas eucarioticas. No 
musculo, as moleculas da actina monomerica, chamadas 
de actina G (actina globular, 42.000), se associam para 
formar um polimero longo chamado de actina F (acti¬ 
na filamentosa). 0 filamento fino consiste em actina F 
(Figura 5-28b) juntamente com as protemas troponina e 
tropomiosina (apresentadas a seguir). A parte filamentosa 
dos filamentos finos e montada pela adigao sucessiva de 
moleculas monomericas de actina a uma das extremida¬ 
des. Nesse processo, cada monomero se liga ao ATP e o 
hidrolisa a ADP, de forma que cada molecula de actina no 
filamento esta complexada com ADP. A hidrolise do ATP 
pela actina funciona somente na montagem dos filamentos; 
ela nao contribui de maneira direta para a energia gasta na 
contragao muscular. Cada monomero de actina no filamen¬ 
to fino pode se ligar firme e especificamente a uma cabega 
de miosina (Figura 5-28c). 

Protemas adicionais organizam os filamentos finos e 
grossos em estruturas ordenadas 

0 musculo esqueletico consiste em feixes paralelos de fi- 
bras musculares, sendo cada fibra uma unica celula mul- 
tinucleada muito grande, com 20 a 100 jam de diametro, 
formada pela fusao de muitas celulas; uma unica fibra fre- 


quentemente tern o comprimento do musculo. Cada fibra 
contem cerca de 1.000 miofibrilas, com 2 jam de diametro, 
cada uma consistindo em um grande numero de filamentos 
finos e grossos regularmente organizados e complexados 
com outras protemas (Figura 5-29). Um sistema de vesi- 
culas membranosas achatadas chamado de reticulo sarco- 
plasmatico circunda cada miofibrila. As fibras musculares, 
ao microscopio eletronico, mostram regioes alternadas de 
alta e baixa densidade eletronica, chamadas de bandas A e 
bandas I (Figura 5-29b, c). Essas bandas resultam da dis- 
posigao dos filamentos grossos e finos, que estao alinhados 
e parcialmente sobrepostos. A banda lea regiao do feixe 
que, em corte transversal, contem somente filamentos fi¬ 
nos. A banda A, mais escura, estende-se pelo comprimento 
do filamento grosso e inclui a regiao de sobreposigao dos 
filamentos grossos e finos. A banda I e dividida ao meio pela 
estrutura disco Z, perpendicular aos filamentos finos, ser- 
vindo de ancora para a fixagao desses filamentos. A banda 
A tambem e dividida por uma linha fina, a linha M ou disco 
M, regiao de alta densidade eletronica no centro dos fila¬ 
mentos grossos. A unidade contratil completa, que consiste 
em feixes de filamentos grossos intercalados nas duas ex¬ 
tremidades com feixes de filamentos finos, e chamada de 
sarcomero. A organizagao dos feixes intercalados permi- 
te o deslizamento dos filamentos entre si (pelo mecanismo 
descrito a seguir), o que causa o encurtamento progressive 
dos sarcomeres (Figura 5-30). 

Os filamentos finos estao fixados ao disco Z por uma das 
extremidades em um padrao regular. A montagem inclui 
as protemas musculares minoritarias a-actinina, desmi- 
na e vimentina. Os filamentos finos tambem contem uma 
grande protema chamada de nebulina (com cerca de 7.000 
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FIGURA 5-29 Musculo esqueletico. (a) 

As fibras musculares consistem em celulas 
isoladas, alongadas e multinucleadas que se 
formam pela fusao de muitas celulas precur- 
soras. Bias sao compostas por muitas miofi- 
brilas (para simplificar, estao mostradas aqui 
somente seis) envoltas pelo reticulo sarco- 
plasmatico membranoso. A organizagao dos 
filamentos finos e grossos confere a miofibrila 
uma aparencia estriada. Quando o musculo 
se contrai, as bandas I estreitam-se e os discos 
Z aproximam-se, conforme pode ser visto nas 
micrografias eletronicas em (b) um musculo 
relaxado e (c) um musculo contraido. 
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FIGURA 5-30 Contra^ao mus¬ 
cular. Os filamentos grosses sao 
estruturas bipolares criadas pela 
associapao de muitas moleculas de 
miosina. (a) A contrapao muscular 
ocorre pelo deslizamento dos fila¬ 
mentos grosses sobre os fines, de 
forma que os discos Z em bandas I 
vizinhas se aproximam. (b) Os fila¬ 
mentos grosses e fines sao interca- 
lados de mode que cada filamento 
grosso e circundado por seis fila¬ 
mentos fines. 
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Filamento Filamento 
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residuos de aminoacidos), supostamente estmturada como 
helice a suficientemente longa para estender-se por todo o 
comprimento do filamento. A linha M organiza os filamen¬ 
tos grossos da mesma maneira. Eles contem as proteinas 
paramiosina, protema C e protema M. Outra classe de 
proteinas chamada de titinas, a cadeia polipeptidica unica 
mais longa descoberta ate agora (a titina do musculo car- 
diaco humano tern 26.926 residuos de aminoacidos), liga 
os filamentos grossos ao disco Z, conferindo organizagao 
adicional a estrutura global. Acredita-se que as proteinas 
nebulina e titina, entre outras fungoes, atuem como “reguas 
moleculares”, regulando, respectivamente, o comprimento 
dos filamentos finos e grossos. A titina se estende do disco 
Z ate a linha M, regulando o comprimento do proprio sarco- 
mero e prevenindo a superextensao do musculo. 0 compri¬ 
mento caracteristico do sarcomero varia, nos vertebrados, 
de um tecido muscular para outro, principalmente devido 
as variantes diferentes de titina dos tecidos. 

Os filamentos grossos de miosina deslizam sobre os 
filamentos finos de actina 

A interagao entre a actina e a miosina, como a que existe 
entre todas as proteinas e sens ligantes, envolve ligagoes 
fracas. Quando o ATP nao esta ligado a miosina, uma face 
da cabega se liga firmemente a actina (Figura 5-31). Quan¬ 
do o ATP se liga, ocorre uma serie de mudangas conforma- 
cionais coordenadas e ciclicas nas quais a miosina libera a 
subunidade de actina F e se liga a outra subunidade mais 
distante ao longo do filamento fino. 

0 ciclo tern quatro etapas principals (Figura 5-31). Na 
etapa O, o ATP liga-se a miosina e uma fenda se abre na 
molecula, rompendo a interagao actina-miosina e liberan- 
do a actina. Na etapa ©, o ATP e hidrolisado, causando, na 


proteina, uma mudanga conformacional para um estado de 
“alta energia” que move a cabega de miosina e muda sua 
orientagao em relagao ao filamento fino. A miosina entao se 
liga fracamente a uma subunidade de actina F mais proxima 
do disco Z em comparagao com a que foi liberada imedia- 
tamente antes. Assim que o fosfato produzido na hidrolise 
do ATP e liberado da miosina na etapa 0, ocorre outra mu¬ 
danga de conformagao na qual a fenda na miosina se fecha, 
fortalecendo a ligagao actina-miosina. Isto e seguido rapida- 
mente pela etapa O, “movimento de forga” durante o qual 
a conformagao da cabega de miosina retorna ao estado de 
repouso original, mudando sua orientagao relativa a actina 
de forma a puxar sua cauda na diregao do disco Z. 0 ADP e 
entao liberado para completar o ciclo. Cada ciclo gera cer- 
ca de 3 a 4 pN (piconewtons) de forga e move o filamento 
grosso de 5 a 10 nm sobre o filamento fino. 

Uma vez que existem muitas cabegas de miosina em um 
filamento grosso, a cada momento algumas (provavelmente 
1 a 3%) estao ligadas aos filamentos de actina. Isso impede 
que os filamentos grossos escorreguem para tras quando 
uma cabega de miosina individual libera a subunidade de 
actina a qual estava ligada. Assim, o filamento grosso desli- 
za ativamente a frente, passando sobre o filamento fino ad- 
jacente. Esse processo, coordenado entre muitos sarcome¬ 
res em uma fibra muscular, produz a contragao muscular. 

A interagao entre a actina e a miosina deve ser regulada 
de forma que a contragao ocorra somente em resposta a 
sinais apropriados do sistema nervoso. A regulagao e me- 
diada por um complexo de duas proteinas, tropomiosina 
e troponina (Figura 5-32). A tropomiosina se liga ao fila¬ 
mento fino, bloqueando os sitios de acoplamento para a ca¬ 
bega de miosina. A troponina e uma protema que se liga ao 
Ca^^. 0 impulse nervoso causa liberagao de Ca^^ do reticule 
sarcoplasmatico. 0 ion liberado se liga a troponina (mais 
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Tropomiosina Troponina C TroponinaT 


0 ATP se liga a cabe^a de 
miosina, causando sua 
dissocia^ao da actina. 



0 


Com a hidrolise do ATP, ocorre 
mudan^a conformacional. 

ADP e P| permanecem associados 
com a cabe^a de miosina. 



@ 




A cabe^a de miosina se fixa 
ao filamento fino, causando 
a libera^ao do Pj. 





A libera^ao de Pj desencadeia urn "movimento 
de forga", mudanga de conforma^ao na cabe^a 
de miosina que move os filamentos de actina 
e miosina urn em rela^ao ao outro. 

ADP e liberado no processo. 




Actina 


Troponina I 


FIGURA 5-31 Mecanismo molecular da contra^ao muscular. Mu- 

dangas de conformagao na cabega de miosina acopladas a estagios do ci- 
clo hidrolitico do ATP fazem a miosina dissociar-se sucessivamente de uma 
unidade de actina e se associar com outra unidade mais distante ao longo 
do filamento. Dessa forma, as cabegas de miosina deslizam ao longo dos fi¬ 
lamentos de actina, movendo o conjunto de filamentos grossos para dentro 
do conjunto de filamentos finos (ver Figura 5-30). 


FIGURA 5-32 Regula^ao da contra^ao muscular pela tropomiosina e 
troponina. A tropomiosina e a troponina estao ligadas a actina F nos fila¬ 
mentos finos. No musculo relaxado, estas duas proteinas organizam-se ao 
redor dos filamentos de forma a bloquear os sitios de ligagao da miosina. A 
tropomiosina e uma helice a de duas cadeias supertorcidas, o mesmo mo¬ 
tive estrutural da a-queratina (ver Figura 4-11). Ela forma polimeros cabega- 
-cauda que se enrolam ao redor de duas cadeias de actina. A troponina liga- 
-se ao complexo actina-tropomiosina em intervales regulares de 38,5 nm. 
A troponina consiste em tres subunidades diferentes: I, C eT. A troponina I 
impede a ligagao da cabega de miosina a actina; a troponina C tern urn sitio 
de ligagao para Ca^^; e a troponina T liga todo o complexo a tropomiosina. 
Quando o musculo recebe urn sinal neural para iniciar a contragao, o Ca^^ e 
liberado do reticulo sarcoplasmatico (ver Figura 5-29a) e se liga a troponina 
C. Isso causa uma mudanga conformacional na troponina C que altera as 
posigoes da troponina I e da tropomiosina e libera a inibigao pela troponina 
I, permitindo a contragao muscular. 

uma interagao protema-ligante) e causa mudanga confor¬ 
macional nos complexos tropomiosina-troponina, expondo 
os sitios de ligagao a miosina nos filamentos finos. Segue-se 
a contragao. 

0 musculo esqueletico em atividade requer dois tipos 
de fungoes moleculares que sao comuns nas proteinas - li¬ 
gagao e catalise. A interagao actina-miosina, que e uma in- 
teragao protema-ligante semelhante a das imunoglobulinas 
com o antigeno, e reversivel e nao altera os participantes. 
Quando o ATP se liga a miosina, no entanto, e hidrolisado a 
ADP e P^. A miosina nao e somente uma proteina de ligagao 
a actina, ela e tambem uma ATPase - uma enzima. A fungao 
das enzimas na catalise das transformagoes quimicas e o 
topico do proximo capitulo. 

RESUMO 5.3 Intera^es proteicas moduladas por energia 
qui'mica: actina, miosina e motores moleculares 

► As interagoes protema-ligante alcangam um gran espe¬ 
cial de organizagao temporal e espacial com as proteinas 
motoras. A contragao muscular resulta de interagoes 
entre a miosina e a actina, acopladas a hidrolise do ATP 
pela miosina. 

► A miosina consiste em duas cadeias pesadas e quatro 
cadeias leves, formando um dominio espiral enrolado 
fibroso (cauda) e um dominio globular (cabega). As mo- 
leculas de miosina sao organizadas em filamentos gros¬ 
sos que deslizam sobre os filamentos finos compostos 
principalmente por actina. A hidrolise do ATP na mio¬ 
sina e acoplada a uma serie de mudangas conformacio- 
nais na cabega de miosina, levando a sua dissociagao de 
uma subunidade da actina F e sua associagao com outra, 
mais distante ao longo do filamento fino. Assim, a miosi¬ 
na desliza ao longo dos filamentos de actina. 

► A contragao muscular e estimulada pela liberagao de 
Ca^^ do reticulo sarcoplasmatico. 0 Ca^^ se liga a pro¬ 
teina troponina, provocando uma mudanga na confor- 
magao do complexo troponina-tropomiosina que desen¬ 
cadeia o ciclo de interagoes actina-miosina. 




















184 DAVID L. NELSON & MICHAEL M. COX 


Termos-chave 

Os termos em negrito estdo definidos no glossdrio. 


ligante 157 
sitio de liga^ao 157 
encaixe induzido 157 
heme 158 
porfirina 158 
globinas 159 

expressao de equilibrio 160 
constante de associagao, 

K 160 

constante de dissociagao, 

160 

protema alosterica 166 
equagao de Hill 167 
efeito Bohr 170 

linfocitos 174 
anticorpo 174 
imnnoglobnlina 174 
linfocito B ou 
celnlaB 174 


linfocito T ou 
celnlaT 174 
antigeno 175 
epitopo 175 
hapteno 175 
padrao de enovelamento das 
knunoglobulinas 175 
anticorpos 
policlonais 178 
anticorpos 
monoclonais 178 
Elisa 179 
imunohlot 179 
Western blot 179 
miosina 179 
actina 181 
sarcomero 181 


Motores moleculares 

Geeves, M.A. & Holmes, K.C. (1999) Structural mechanism of 
muscle contraction. Annu. Rev. Biochem. 68, 687-728. 

Geigel, C. & Schmidt, C.F. (2011) Moving into the cell: 
singlemolecule studies of molecular motors in complex environments. 
Nat Rev. Mot Cell Biol 12,163-176. 

Huxley, H.E. (1998) Getting to grips with contraction: the interplay 
of structure and biochemistry. Trends Biochem. Sci. 23, 84-87. 

Interessante perspectiva historica sobre a elucidagao do 
mecanismo de contragao muscular. 

Molloy, J.E. & Veigel, C. (2003) Myosin motors walk the walk. 
Science 300, 2045-2046. 

Rayment, I. (1996) The structural basis of the myosin ATPase 
activity. J. Biol Chem. 271,15,850-15,853. 

Examina o mecanismo de contragao muscular por uma 
perspectiva estrutural. 

Rayment, 1. & Holden, H.M. (1994) The three-dimensional 
structure of a molecular motor. Trends Biochem. Sci. 19, 129-134. 

Vale, R.D. (2003) The molecular motor toolbox for intracellular 
transport. Cell 112, 467-480. 


Leituras adicionais 

Protemas de ligagao ao oxigenio 

Changeux, J.P. & Edelstein, S.J. (2005) Allosteric mechanisms of 
signal transduction 308, 1424-1428. 

Koder, R.L., Anderson, J.L.R., Solomon, L.A., Reddy, K.S., 
Moser, C.C., & Dutton, P.L. (2009) Design and engineering of an O 2 
transport protein. Nature 458, 305-309. 

Koshland, D.E., Jr., Nemethy, G., & Filmer, D. (1966) 

Comparison of experimental binding data and theoretical models in 
proteins containing subunits. Biochemistry 6, 365-385. 

0 artigo que apresentou o modelo sequencial. 

Laberge, M. & Yonetani, T. (2007) Common dynamics of globin 
family proteins. lUBMB Life 59, 528-534. 

Monod, J., Wyman, J., & Changeux, J.-P. (1965) On the 
nature of allosteric transitions: a plausible model. J. Mol Biol 12, 
88-118. 

0 modelo combinado foi proposto pela primeira vez neste artigo, 
que e considerado um marco. 

Perutz, M.F., Wilkinson, A.J., Paoli, M., & Dodson, G.G. 

(1998) The stereochemical mechanism of the cooperative effects in 
hemoglobin revisited. Rev. Biophys. Biomol Struct 27,1-34. 

Protemas do sistema imune 

Cooper, M.D. & Alder, M.N. (2006) The evolution of adaptive 
immune systems. Cell 124, 815-822. 

Analise interessante rastreando as origens do nosso sistema imune. 

Flajnik, M.F. & Kasahara, M. (2010) Origin and evolution of the 
adaptive immune system: genetic events and selective pressures. Nat 
Rev. Genet. 11, 47-59. 

Kindt, T.J., Osborne, B.A., & Goldsby, R.A. (2007) Kuhy 
Immunology, 6th edn, W. H. Freeman and Company, New York. 

Ploegh, H.L. (1998) Viral strategies of immune evasion. Science 
280, 248-253. 

Yewdell, J.W. & Haeryfar, S.M.M. (2005) Understanding 
presentation of viral antigens to CD8 (+) T cells in vivo: the key to 
rational vaccine design. Rev. Immunol 23, 651-682. 


Problemas 

1. Relagao entre afinidade e constante de dissociagao. 

A protema A tern um sitio de ligagao para o ligante X com uma 
de 10"^ M. A protema B tern um sitio de ligagao para o mes- 
mo ligante com uma de 10~^ m. Qual das proteinas tern a 
maior afinidade pelo ligante X? Explique seu raciocinio. Con- 
verta a em para ambas as proteinas. 

2. Cooperatividade negativa. Qual das seguintes situa- 
goes produz uma curva de Hill com < 1,0? Explique seu 
raciocinio em cada caso. 

(a) A proteina tern multiplas subunidades, cada uma com 
um unico sitio de interagao com o ligante. A ligagao a um sitio 
reduz a afinidade dos outros sitios pelo ligante. 

(b) A proteina e uma cadeia polipeptidica unica com dois 
sitios de ligagao, e cada um tern uma afinidade diferente pelo 
ligante. 

(c) A proteina e uma cadeia polipeptidica unica com um 
unico sitio de ligagao. Quando purificada, a preparagao protei- 
ca e heterogenea, contendo algumas moleculas parcialmente 
desnaturadas e, assrm, com afinidade mais baixa pelo ligante. 

3. Afinidade da hemoglobina pelo oxigenio. Qual e 0 efei¬ 
to das seguintes mudangas sobre a afinidade da hemoglobina pelo 
oxigenio? (a) Redugao no pH do plasma sanguineo de 7,4 para 
7,2. (b) Redugao na pressao parcial de CO 2 no pulmao de 6 kPa 
(segurar a respiragao) para 2 kPa (respiragao normal), (c) Au- 
mento no nivel de BPG de 5 mM (nivel do mar) para 8 mM (grande 
altitude), (d) Aumento no CO de 1 parte por milhao (ppm) de 
uma atmosfera normal externa para 30 ppm em uma casa que 
tenha um forno com mau funcionamento ou com vazamento. 

4. Interagao reversivel com o ligante I. A proteina calci- 
neurina se liga a proteina calmodulina com uma taxa de asso- 
ciagao de 8,9 X 10^ m“^s“^ e uma constante de dissociagao total, 
K^, de 10 nM. Calcule a taxa de dissociagao, incluindo as 
unidades apropriadas. 

5. Interagao reversivel com o ligante II. Tres receptores 
proteicos de membrana se ligam firmemente a um hormonio. 
Com base nos dados da tabela abaixo, (a) qual e a para a 
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ligagao do hormonio pela protema 2? (Inclusive unidades ade- 
quadas). (b) Qual dessas protemas se liga mais firmemente ao 
sen hormonio? 


Concentra^ao de _ 

hormonio (nivi) Protema 1 Protema 2 Protema 3 


0,2 

0,048 

0,29 

0,17 

0,5 

0,11 

0,5 

0,33 

1 

0,2 

0,67 

0,5 

4 

0,5 

0,89 

0,8 

10 

0,71 

0,95 

0,91 

20 

0,83 

0,97 

0,95 

50 

0,93 

0,99 

0,98 


6. Cooperatividade na hemoglobina. Sob condigoes 
adequadas, a hemoglobina se dissocia em suas quatro subu- 
nidades. A subunidade a isolada se liga ao Og, mas a curva de 
saturagao para o Og e hiperbolica e nao sigmoide. Alem disso, a 
ligagao do oxigenio a subunidade a nao e afetada pela presenga 
de CO2 on BPG. Qual dessas observagoes revela a fonte da 
cooperatividade na hemoglobina? 

7. Comparagao entre as hemoglobinas fetal e materna. 

Estudos sobre o transporte de 0^ em mamiferos prenhes mos- 
tram que as curvas de saturagao do Og do sangue fetal e do 
sangue materno sao muito diferentes quando medidas sob as 
mesmas condigoes. Os eritrocitos fetais contem uma variante 
estrutural da hemoglobina, HbF, que consiste em duas subuni- 
dades a e duas subunidades y (q; 272)5 enquanto os eritrocitos 
maternos contem HbA (ia 2 p 2 )- 

(a) Qual das hemoglobinas tern uma afinidade mais alta 
pelo O2 em condigoes fisiologicas, HbA on HbF? Explique. 

(b) Qual e o significado fisiologico das afinidades diferentes 
pelo O2? 

(c) Quando todo 0 BPG e cuidadosamente removido das 
amostras de HbA e HbF, as curvas de saturagao medidas (e, 
consequentemente, a afinidade pelo O2) sao deslocadas para a 
esquerda. Contudo, a HbA tern agora uma afinidade maior pelo 
oxigenio do que a HbF. Quando 0 BPG e reintroduzido, as curvas 
de saturagao retornam ao normal, conforme mostrado no grafico. 
Qual e 0 efeito do BPG sobre a afinidade da hemoglobina pelo O2? 
Como as informagoes dadas podem ser usadas para explicar as 
diferentes afinidades das hemoglobinas fetal e materna? 



^ 1 8. Variantes da hemoglobina. Existem quase 500 
. ^ variantes naturais da hemoglobina. A maioria resulta da 
substituigao de um unico aminoacido em uma cadeia polipep- 
tidica da globina. Algumas variantes produzem doengas clini- 


cas, embora nem todas tenham efeitos deleterios. Segue-se 
uma pequena amostra. 

HbS (Hb falciforme): substitui um Glu por uma Val na superficie 
Hb Cowtown: elimina um par ionico envoMdo na estabiliza- 
gao do estado T 

Hb Memphis: substitui um residue polar sem carga por outro 
de tamanho semelhante na superficie 
Hb Bibba: substitui uma Pro por uma Leu envolvLda em uma 
helice a 

Hb Milwaukee: substitui um Glu por uma Val 
Hb Providence: substitui uma Asn por uma Lys que normal- 
mente se projeta para a cavidade central do tetramero 
Hb Philly: substitui uma Phe por uma Tyr, rompendo as liga- 
goes de hidrogenio na interface 

Explique suas escolhas para cada uma das seguintes afirmagoes: 

(a) A Hb variante com menos probabilidade de causar sin- 
tomas patologicos. 

(b) A(s) variante (s) mais provavel(eis) de ter(em) valores 
de pi diferentes dos da HbA em um gel de focalizagao isoeletrica. 

(c) A(s) variante (s) mais provavel(eis) de mostrar(em) 
uma redugao na ligagao ao BPG e um aumento na afinidade 
total pelo oxigenio. 

9. Ligagao do oxigenio e a estrutura da hemoglobina. 

Um grupo de bioquimicos usa a engenharia genetica para mo- 
dificar a regiao da interface entre as subunidades da hemoglo¬ 
bina. As hemoglobinas variantes resultantes estao presentes 
em solugao como dimeros ap (poucas, se alguma, na forma 
de tetrtoeros Q:2i^2>^- Essas variantes sao capazes de se ligar 
ao oxigenio de forma mais fraca ou mais forte? Explique sua 
resposta. 

10. Ligagao reversivel (porem forte) a um anticorpo. 

Um anticorpo se liga a um antigeno com uma de 5 X 10“®m. 
Em qual concentragao do antigeno 6 sera (a) 0,2, (b) 0,5, (c) 
0 ,6, (d) 0,8? 

11. O uso de anticorpos para sondar a relagao estrutu- 
ra-fungao nas protemas. Um anticorpo monoclonal se liga a 
actina G, mas nao a actina F. 0 que isso informa sobre o epito- 
po reconhecido pelo anticorpo? 

^ 12. O sistema imune e as vacinas. Um organismo 

_. hospedeiro necessita de tempo, em geral alguns dias, 

para montar uma resposta imune contra um antigeno novo, 
mas as celulas de memoria permitem uma resposta rapida con¬ 
tra patogenos previamente encontrados. Uma vacina para pro- 
teger contra uma determinada infecgao viral em geral consiste 
no virus atenuado ou morto ou em proteinas isoladas da capa 
proteica viral. A vacina, quando injetada em um paciente hu¬ 
mane, geralmente nao causa infecgao ou doenga, mas “ensina” 
o sistema imune a reconhecer a particula viral como um pato- 
geno, estimulando a produgao de celulas de memoria. Em uma 
infecgao subsequente, essas celulas podem se ligar ao virus e 
desencadear uma resposta imune rapida. Alguns patogenos, 
incluindo o HIV, desenvolveram mecanismos para escapar da 
resposta imune, tornando dificil ou impossivel o desenvolvi- 
mento de vacinas efetivas contra eles. Que estrategia um pato- 
geno usaria para escapar do sistema imune? Suponha que os 
anticorpos e/ou os receptores de celulas T do hospedeiro este- 
jam disponiveis para se ligar a qualquer estrutura na superficie 
do patogeno e que, uma vez ligados, o patogeno seja destruido. 

13. Como o ser humano se torna um “cadaver”. Quan¬ 
do um vertebrado morre, seus musculos enrijecem, pois sao 
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privados de ATP, estado chamado rigor mortis. Explique a 
base molecular do estado de rigidez. 

14. Os sarcomeros a partir de outro ponto de vista. A 

simetria dos filamentos finos e grosses em um sarcomere e tal 
que geralmente seis filamentos fines circundam um filamento 
grosso em um arranjo hexagonal. Desenhe um corte transver¬ 
sal de uma miofibrila nos seguintes pontos: (a) na linha M; (b) 
toda a banda 1; (c) toda a regiao densa da banda A; (d) toda a 
regiao menos densa da banda A adjacente a linha M (ver Figura 
5-29b, c). 


Bioqui'mka na internet 

15. Lisozima e anticorpos. Para perceber totalmente 
como as proteinas funcionam em uma celula, e importante ter 
uma visao tridimensional de como as proteinas interagem com 
outros componentes celulares. Felizmente, isto e possivel pela 
utilizagao de bancos de dados de proteinas com base na inter¬ 
net e pelas vantagens da visualizagao molecular tridimensional 
com o uso do Jmol, um visualizador gratis, facil de usar e com- 
pativel com a maioria dos sistemas operacionais e navegadores. 

Neste exercicio, voce vai examinar as interagoes entre a 
enzima lisozima (Capitulo 4) e a porgao Fab do anticorpo anti- 
lisozima. Use o identificador PDF IFDL para explorar a estru- 
tura do complexo lisozima-fragmento Fab da IgGl (complexo 
antigeno-anticorpo). Para responder as seguintes questoes, 
use a informagao da pagina Structure Summary no Protein 
Data Bank (www.rcsb.org) e examine a estrutura usando Jmol 
ou um visualizador similar. 

(a) No modelo tridimensional, qual cadeia corresponde ao 
fragmento do anticorpo e qual corresponde ao antigeno, lisozima? 

(b) Que tipo de estrutura secundma predomina neste 
fragmento Fab? 

(c) Quantos residuos de aminoacidos existem nas cadeias 
leves e nas cadeias pesadas do fragmento Fab? E na lisozima? 
Estime a porcentagem da lisozima que interage com o sitio de 
ligagao ao antigeno do fragmento do anticorpo. 

(d) Identifique os residuos especificos de aminoacidos na 
lisozima e nas regioes variaveis das cadeias leves e pesadas do 
Fab que estao na interface antigeno-anticorpo. Os residuos es- 
tao contiguos na sequencia primaria das cadeias polipeptidicas? 

16. Explorando as interagoes reversiveis das protei¬ 
nas e dos ligantes com graficos ao vivo. Utilize os graficos 
ao vivo para as Equagoes 5-8, 5-11, 5-14 e 5-16 para trabalhar 
nos exercicios que se seguem. 

(a) Interagao reversivel de um ligante com uma proteina 
simples, sem cooperatividade. Para a Equagao 5-8, monte um 
grafico de 6 versus [L] (eixo vertical e horizontal, respectiva- 
mente). Examine as curvas geradas quando e estabelecida 
em 5, 10, 20 e 100 juM. Maior afinidade da proteina pelo ligante 
significa mais ligagao em concentragoes mais baixas do ligante. 
Suponha que quatro proteinas diferentes exibam esses quatro 
valores de para o ligante L. Qual das proteinas tera a maior 
afinidade por L? 

Examine a curva gerada quando = 10 (jlm. Quanto au- 
menta o 6 quando [L] aumenta de 0,2 para 0,4 (jlm? Quanto au- 
menta o 6 quando [L] aumenta de 40 para 80 (jlm? 

Voce pode fazer o mesmo exercicio para a Equagao 5-11. 
Converta [L] em pOg e em P^q. Examine as curvas geradas 
quando e estabelecido em 0,5, 1, 2 e 10 kPa. Na curva gera¬ 
da quando = 1 kPa, quanto o 6 altera quando a PO2 aumen¬ 
ta de 0,02 para 0,04 kPa? E de 4 para 8 kPa? 


(b) Interagao cooperativa de um ligante com uma proteina 
multimerica. Usando a Equagao 5-14, gere uma curva de liga¬ 
gao para uma proteina e o ligante com P^=10jLLMe?z = 3. 
Observe a definigao alterada de na Equagao 5-16. No mesmo 
grafico, adicione uma curva para uma proteina com = 20 
fjLUen = 3. Agora veja como ambas as curvas mudam quando 
voce muda para n = 4. Gere graficos de Hill (Equagao 5-16) 
para cadaum desses cases. Para K^= 10 ixMen = 3, o que e 6 
quando [L] = 20 (jlm? 

(c) Explore mais essas equagoes variando todos os para- 
metros usados anteriormente. 


Problema de analise de dados 

17. Fungao proteica. Durante a decada de 1980, as es- 
truturas da actina e da miosina eram conhecidas somente na 
resolugao mostrada na Figura 5-28a, b. Embora os pesquisa- 
dores soubessem que a porgao SI da miosina se liga a actina e 
hidrolisa ATP, existia um grande debate sobre onde era gerada 
a forga de contragao na molecula da miosina. Nessa epoca, fo- 
ram propostos dois modelos concorrentes para o mecanismo 
de geragao de forga. 

No modelo da “dobradiga”, SI se liga a actina, mas a for¬ 
ga de tragao era gerada pela contragao da “regiao de dobra- 
diga” na cauda de miosina. A regiao de dobradiga esta na por¬ 
gao meromiosina pesada da molecula da miosina, proximo de 
onde a meromiosina leve e hidrolisada pela tripsina (ver Figura 
5-27b). Este e aproxrmadamente o ponto marcado como “duas 
helices a supertorcidas” na Figura 5-27a. No modelo “SI”, a 
forga de tragao era gerada na propria “cabega” de SI e a cauda 
servia somente para suporte estrutural. 

Muitos experimentos foram realizados, mas nao forneceram 
evidencias conclusivas. Em 1987, na Universidade de Stanford, 
James Spudich e colaboradores publicaram um estudo que, em¬ 
bora inconclusivo, contribuiu para a resolugao dessa controversia. 

As tecnicas do DNA recombinante nao estavam suficien- 
temente desenvolvidas para tratar este problema in vivo, de 
modo que Spudich e colaboradores usaram um ensaio interes- 
sante de motilidade in vitro. A alga Nitella tern celulas ex- 
tremamente longas, com varies centimetres de comprimento e 
cerca de 1 mm de diametro. Essas celulas tern fibras de actina 
ao longo do seu eixo maior, e as celulas podem ser cortadas ao 
longo de seu comprimento para expor as fibras. Spudich e seu 
grupo observaram que esferas revestidas com miosina “cami- 
nhavam” ao longo dessas fibras na presenga de ATP, exatamen- 
te como a miosina faz no musculo em contragao. 

Para esses experimentos, eles usaram um metodo mais espe- 
cifico de ligar a miosina as esferas. As “esferas” eram agrupamen- 
tos de bacterias mortas (Staphylococcus aureus). Essas celulas 
tern na sua superficie uma proteina que se liga a regiao Fc das 
moleculas de anticorpo (Figura 5-2la). Os anticorpos, por sua 
vez, se ligam a varies locais (nao conhecidos) ao longo da cauda 
da molecula de miosina. Os complexes esfera-anticorpo-miosina 
preparados com moleculas intactas de miosina se moveram ao 
longo das fibras de actina de Nitella na presenga de ATP. 

(a) Faga um desenho esquematico mostrando a aparencia 
do complexo esfera-anticorpo-miosina no nivel molecular. 

(b) Por que e necessMo ATP para as esferas se moverem 
ao longo das fibras de actina? 

(c) Spudich e colaboradores usaram anticorpos que se li¬ 
gam a cauda de miosina. Por que esse experimento nao teria 
sucesso case fosse usado um anticorpo que interagisse com a 
porgao de SI que normalmente se liga a actina? 
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Para ajudar a identificar a parte da miosina responsavel 
pela produgao de forga, Spudich e colaboradores usaram tripsi- 
na e produziram duas moleculas parciais de miosina (ver Figu- 
ra 5-27b): (1) meromiosina pesada (HMM), obtida por digestao 
branda da miosina por tripsina; HMM consiste em SI mais a 
parte da cauda que inclui a dobradiga; e (2) meromiosina pesa¬ 
da curta (SHMM), obtida por digestao mais extensa da HMM; 
SHMM consiste em SI mais uma parte mais curta da cauda que 
nao inclui a dobradiga. Digestao rapida da miosina com tripsina 
produz HMM e meromiosina leve, por quebra de uma unica li- 
gagao peptidica especifica na molecula da miosina. 

(d) Por que a tripsina ataca essa ligagao peptidica antes de 
qualquer outra na miosina? 

Spudich e colaboradores prepararam complexes de es- 
fera-anticorpo-miosina com quantidades variaveis de miosi¬ 
na, HMM e SHMM e mediram suas velocidades de desloca- 
mento ao longo das fibras de actina da Nitella na presenga 
de ATP. 0 grafico abaixo mostra sens resultados. 



Densidade de miosina ou fragmentos de miosina ligados as esferas 

(e) Qual dos modelos (“SI” ou “dobradiga”) e consistente 
com esses resultados? Explique seu raciocinio. 


(f) De uma explicagao plausivel para o fato de a velocidade 
das esferas aumentar com o aumento da densidade da miosina. 

(g) De uma explicagao plausivel para o fato de a velocidade 
das esferas alcangar um plato em alta densidade de miosina. 

A digestao mais extensa pela tripsina, necessaria para a 
produgao de SHMM, tern um efeito colateral: outra quebra es¬ 
pecifica do esqueleto polipeptidico da miosina alem da quebra 
na cauda. Essa segunda quebra ocorre na cabega SI. 

(h) Com base nessa informagao, por que e surpreendente 
que SHMM ainda seja capaz de mover as esferas ao longo das 
fibras de actina? 

(i) Como se confirmou, a estrutura terciaria da cabega SI 
permanece intacta na SHMM. De uma explicagao plausivel para 
o fato de a proteina permanecer intacta e funcional mesmo que 
o esqueleto polipeptidico tenha sido rompido e nao seja mais 
continue. 
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S ao duas as condigoes fundamentais para haver vida. 
Primeiro, o organismo deve ser capaz de se autorre- 
plicar (topico considerado na Parte III); segundo, ele 
deve ser capaz de catalisar reagoes qmmicas com eficien- 
cia e seletividade. A importancia central da catalise pode 
parecer surpreendente, mas e facil de demonstrar. Como 
foi descrito no Capitulo 1, os sistemas vivos fazem uso da 
energia do ambiente. Muitos humanos, por exemplo, con- 
somem quantidades substanciais de sacarose (o agucar 
comum) como combustivel, geralmente na forma de co- 
midas e bebidas doces. A conversao de sacarose em COg 
e HgO, em presenga de oxigenio, e um processo altamen- 
te exergonico, liberando energia livre que pode ser usada 
para pensar, mover-se, sentir gostos e enxergar. Entretan- 
to, um saco de agucar pode permanecer na prateleira por 
anos a fio sem qualquer conversao evidente em COg e HgO. 
Embora esse processo quimico seja termodinamicamente 
favoravel, ele e muito lento. Mesmo assim, quando a sa¬ 
carose e consumida por seres humanos (on por qualquer 
outro organismo), ela libera sua energia quimica em se- 
gundos. A diferenga e a catalise. Sem catalise, as reagoes 
qmmicas como aquelas da oxidagao da sacarose poderao 
nao ocorrer na escala de tempo adequada e entao nao po- 
dem sustentar a vida. 

Neste capitulo, o foco se voltara para os catalisadores 
das reagoes dos sistemas biologicos: as enzimas, as pro- 
teinas mais notaveis e mais altamente especializadas. As 
enzimas tern um poder catalitico extraordinario, geral¬ 
mente muito maior do que os catalisadores sinteticos ou 
inorganicos. Elas tern um alto grau de especificidade para 
os seus respectivos substratos, aceleram as reagoes quimi- 
cas e atuam em solugoes aquosas sob condigoes suaves de 
temperatura e pH. Poucos catalisadores nao biologicos tern 
esse conjunto de propriedades. 

As enzimas estao no centro de cada um dos processos 
bioquimicos. Atuando em sequencias organizadas, elas ca- 


talisam cada uma das reagoes das centenas de etapas que 
degradam as moleculas dos nutrientes, que conservam e 
transformam energia quimica e que constroem as macro- 
moleculas biologicas a partir de precursores elementares. 

0 estudo das enzimas tern imensa importancia pratica. 
Em algumas doengas, especialmente nas doengas geneticas 
hereditarias, pode haver uma deficiencia ou mesmo ausen- 
cia total de uma ou mais enzimas. Outras doengas podem 
ser causadas pela atividade excessiva de determinada en- 
zima. A determinagao das atividades de enzimas no plas¬ 
ma sanguineo, nas hemacias ou em amostras de tecidos e 
importante no diagnostico de certas enfermidades. Muitos 
medicamentos agem por interagao com enzimas. As enzi¬ 
mas tambem sao ferramentas importantes na engenharia 
quimica, tecnologia de alimentos e agricultura. 

0 capitulo inicia com descrigoes das propriedades das 
enzimas e os principios que embasam seu poder catalitico, 
depois aborda a cinetica enzimatica, disciplina que fornece 
muito do arcabougo para qualquer discussao a respeito de 
enzimas. Serao dados exemplos especificos de mecanismos 
de agao de algumas enzimas de modo a ilustrar os princi¬ 
pios apresentados no inicio do capitulo. Por fim, o capitulo 
discute como a atividade das enzimas e regulada. 

6.1 Introdu^ao as enzimas 

Boa parte da historia da bioquimica e a historia da pesquisa 
sobre enzimas. A catalise biologica foi reconhecida e des- 
crita nos final dos anos de 1700 em estudos da digestao de 
came por secregoes do estomago. A pesquisa continuou no 
seculo seguinte examinando a conversao do amido em agu¬ 
car pela saliva e por varios extratos de plantas. Por volta 
de 1850, Louis Pasteur concluiu que a fermentagao de agu¬ 
car em alcool por leveduras e catalisada por “fermentos”. 
Ele postulou que esses fermentos eram inseparaveis da es- 
trutura das celulas de levedura vivas. Esse ponto de vista, 
chamado de vitalismo, prevaleceu por decadas. Entao, em 
1897, Eduard Buchner descreveu que extratos de levedura 
podiam fermentar agucar em alcool, provando que a fer¬ 
mentagao era feita por moleculas que continuavam ativas 
mesmo apos serem removidas das celulas. Os experimentos 
de Buchner, ao mesmo tempo, marcaram o final da visao vi- 
talista e o alvorecer da ciencia bioquimica. Posteriormente, 
Frederick W. Kiihne deu o nome de enzimas para as mole¬ 
culas detectadas por Buchner. 
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Eduard Buchner, 1860-1917 


James Sumner, 1887-1955 


J. B. S. Haldane, 1892-1964 


0 isolamento e a cristalizagao da urease per James Su¬ 
mner em 1926 foi uma quebra de paradigma nos estudos 
iniciais sobre enzimas. Sumner descobriu que os cristais 
de urease constituiam-se totalmente de protema e postu- 
lou que toda enzima e uma protema. Na ausencia de outros 
exemplos, essa ideia permaneceu controversa por algum 
tempo. Somente na decada de 1930 e que a conclusao de 
Sumner foi amplamente aceita, isso depois que John Nor¬ 
throp e Moses Kunitz cristalizaram a pepsina, a tripsina 
e outras enzimas digestivas e descobriram que todas elas 
sao proteinas. Durante esse periodo, J. B. S. Haldane es- 
creveu um tratado intitulado Enzymes. Embora a natureza 
molecular das enzimas nao estivesse totalmente reconheci- 
da, Haldane fez a notavel suposigao de que ligagoes fracas 
entre a enzima e seu substrate poderiam ser usadas para 
catalisar a reagao. Essa ideia ainda permanece essencial no 
conhecimento da catalise enzimatica. 

A partir da ultima parte do seculo XX, milhares de en¬ 
zimas foram purificadas, suas estruturas elucidadas e sens 
mecanismos explicados. 

A maioria das enzimas e protema 

Exceto por um pequeno grupo de moleculas de RNA catali- 
ticas (Capitulo 26), todas as enzimas sao proteinas. A ativi- 
dade catalitica depende da integridade das suas conforma- 
goes nativas. Se uma enzima for desnaturada ou dissociada 
nas suas subunidades, geralmente a atividade catalitica e 
perdida. Se uma enzima for degradada ate os aminoacidos 
que a compoem, a atividade catalitica e sempre destruida. 
Entao, as estruturas proteicas primaria, secundaria, tercia- 
ria e quaternaria das enzimas sao essenciais para a ativida¬ 
de catalitica. 

As enzimas, assim como as outras proteinas, tern pesos 
moleculares variando de cerca de 12.000 a mais de um mi- 
Ihao. Algumas enzimas nao necessitam de outros grupos 
quimicos alem dos seus proprios residuos de aminoacidos. 
Outras necessitam de um componente quimico adicional 
denominado cofator, que pode ser um ou mais ions inor- 
ganicos como Fe^^, Mg^"^, Mn^^ ou Zn^^ (Tabela 6-1) ou 
uma molecula organica ou metalorganica complexa, deno- 
minada coenzima. As coenzimas agem como carreadores 
transitorios de grupos funcionais especificos (Tabela 6-2). 
A maioria deles e derivada das vitaminas, nutrientes or- 
ganicos cuja presenga na dieta e necessaria em pequenas 


quantidades. As coenzimas serao estu- 
dadas com mais detalhe a medida que 
forem abordadas as vias metabolicas na 
Parte II. Algumas enzimas necessitam 
tanto de uma coenzima quanto de um 
ou mais ions metalicos para terem ati¬ 
vidade. Uma coenzima ou um ion meta- 
lico que se ligue muito firmemente, ou 
mesmo covalentemente, a uma enzima 
e denominado grupo prostetico. Uma 
enzima completa, cataliticamente ativa 
junto com a sua coenzima e/ou ions me¬ 
talicos, e denominada holoenzima. A 
parte proteica de uma dessas enzimas e 
denominada apoenzima ou apoprotei- 
na. Finalmente, algumas enzimas sao modificadas covalen¬ 
temente por fosforilagao, glicosilagao e outros processos. 
Muitas dessas modificagoes estao envolvidas na regulagao 
da atividade enzimatica. 

As enzimas sao classificadas segundo as reaves 
que catalisam 

Muitas enzimas receberam seus nomes pela adigao do sufi- 
xo “ase” ao nome dos seus substrates ou a uma palavra que 
descreve sua atividade. Assim, a urease catalisa a hidrolise 
da ureia e a DNA-polimerase catalisa a polimerizagao de 
nucleotideos para formar DNA. Outras enzimas foram ba- 
tizadas pelos seus descobridores em razao de uma fungao 
ampla, antes que fosse conhecida a reagao especifica ca- 
talisada por elas. Por exemplo, uma enzima conhecida por 
atuar na digestao de alimentos foi denominada pepsina, do 
grego pepsis (digestao), e a lisozima foi denominada pela 
sua capacidade de lisar (degradar) a parede de bacterias. 
Outras foram ainda denominadas a partir de sua fonte: a 
tripsina, denominada em parte do grego tryein (desgas- 
tar), foi obtida esfregando tecido pancreatico com glicerina. 
As vezes, a mesma enzima tern dois ou mais nomes, ou duas 
enzimas tern o mesmo nome. Devido a essa ambiguidade 
e tambem ao numero cada vez maior de enzimas que sao 


TABELA 6-1 


Alguns ions inorganicos que servem de cofatores 
para enzimas 


Ions 

Enzimas 


Citocromo-oxidase 

Fe'"'" ou Fe®'" 

Citocromo-oxidase, catalase, peroxidase 

K" 

Piruvato-cinase 

Mg"" 

Hexocinase, glicose-6-fosfatase, piruvato-cinase 

Mn"" 

Arginase, ribonucleotideo-redutase 

Mo 

Dinitrogenase 

Ni"" 

Urease 

Zn"" 

Anidrase carbonica, alcool-desidrogenase, 
carboxipeptidases A e B 
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TABELA6-2 


Algumas coenzimas que servem como carreadores transitorios de atomos ou grupos funcionais especificos 


Coenzima 

Exemplo de grupo quimko transferido 

Precursor presente na dieta de mamiferos 

Biocina 

CO 2 

Biotina 

Coenzima A 

Grupos acil 

Acido pantotenico e outros compostos 

5'-Desoxiadenosilcobalamina (coenzima B^ 2 ) 

Atomos de H e grupos alquil 

Vitamina B ^2 

Flavina-adenina-dinucleotideo 

Eletrons 

Riboflavina (vitamina B 2 ) 

Lipoato 

Eletrons e grupos acil 

Nao e necessario na dieta 

Nicotinamida-adeninadinucleotideo 

Ion hidrido (:H“) 

Acido nicotinico (niacina) 

Piridoxal-fosfato 

Grupos amino 

Piridoxina (vitamina Bg) 

Tetra-hidrofolato 

Grupos de um carbono 

Folato 

Tiamina-pirofosfato 

Aldeidos 

Tiamina (vitamina B J 


Nota: As estmturas e os modos de agao destas coenzimas estao descritos na Parte 11. 


descobertas, os bioquimicos, por meio de um acordo inter- 
nacional, adotaram um sistema de nomenclatura e classifi- 
cagao de enzimas. Esse sistema divide as enzimas em seis 
classes, cada uma com subclasses, com base nos tipos de 
reagoes que catalisam (Tabela 6-3). Um numero de classifi- 
cagao de quatro partes e um nome sistematico, que identifi- 
ca a reagao catalisada, sao especificados para cada enzima. 
Como exemplo, o nome sistematico da enzima que catalisa 
a reagao 

ATP + D-glicose ^ ADP + D-glicose-6-fosfato 

e ATP: glicose-fosfotransferase, indicando que ela catalisa a 
transferencia de um grupo fosforribosil do ATP para a glico- 
se. Seu numero da Comissao de Enzimas (numero E. C., do 
Enzyme Commission') e 2.7.1.1. 0 primeiro numero 
(2) indica o nome da classe (transferase); o segundo nu¬ 
mero (7), a subclasse (fosfotransferase); o terceiro numero 
(1), uma fosfotransferase que tern um grupo hidroxila como 
aceptor, e o quarto numero (1), D-glicose como o aceptor 
do grupo fosforil. Para muitas enzimas, e usado um nome 
comum com mais frequencia, hexocinase, nesse caso espe- 
cifico. Uma lista completa com a descrigao dos milhares de 
enzimas conhecidas e mantida pelo Comite de Nomenclatu¬ 
ra da Uniao Internacional de Bioquimica e Biologia Molecu¬ 
lar (www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme). Este capitulo 


dedica-se principalmente aos principios e as propriedades 
comuns a todas as enzimas. 

RESUMO 6.1 Introdu^ao as enzimas 

► A vida depende de catalisadores poderosos e especifi¬ 
cos: as enzimas. Praticamente todas as reagoes bioqui- 
micas sao catalisadas por enzimas. 

► Com a excegao de poucos RNA cataliticos, todas as en¬ 
zimas conhecidas sao proteinas. Muitas necessitam de 
coenzimas ou cofatores nao proteicos para exercerem a 
atividade catalitica. 

► As enzimas sao classificadas segundo o tipo de reagao 
que catalisam. Todas as enzimas tern numero E. C. e 
nome formais. Muitas tern nomes comuns. 

6.2 Como as enzimas funcionam 

A catalise enzimatica das reagoes e essencial para os siste- 
mas vivos. Nas condigoes biologicas relevantes, as reagoes 
nao catalisadas tendem a ser lentas - a maioria das mole- 
culas biologicas e muito estavel nas condigoes internas das 
celulas com pH neutro, temperaturas amenas e ambiente 
aquoso. Alem disso, muitos processos quimicos corriquei- 
ros, como a formagao transitoria de intermediarios instaveis 


TABELA 6-3 


Classifica^ao internacional das enzimas 


Classe n” 

Nome da classe 

Tipo de reagao catalisada 

1 

Oxidorredutases 

Transferencia de eletrons (ions hidrido ou atomos de H) 

2 

Transferases 

Reagoes de transferencia de grupos 

3 

Hidrolases 

Reagoes de hidrolise (transferencia de grupos funcionais para a agua) 

4 

Liases 

Clivagem de C—C, C—0, C—N ou outras ligagoes por eliminagao, rompimento de ligagoes 
duplas ou aneis, ou adigao de grupos a ligagoes duplas. 

5 

Isomerases 

Transferencia de grupos dentro de uma mesma molecula produzmdo formas isomericas 

6 

Ligases 

Formagao de ligagoes C—C, C—S, C—0 e C—N por reagoes de condensagao acopladas a 
hidrolise de ATP ou cofatores similares 
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carregados ou a colisao de duas ou mais moleculas exata- 
mente na orientagao exata necessaria para que as reagoes 
ocorram, sao desfavoraveis ou improvaveis no ambiente ce- 
lular. As reagoes necessarias para digerir os alimentos, en- 
viar sinais nervosos ou contrair os musculos simplesmente 
nao ocorrem em velocidades adequadas sem catalise. 

As enzimas contornam esses problemas ao proporciona- 
rem um ambiente especifico adequado para que uma dada 
reagao possa ocorrer mais rapidamente. A propriedade 
caracteristica das reagoes catalisadas por enzimas e que a 
reagao ocorre confinada em um bolsao da enzima denomi- 
nado sitio ativo (Figura 6-1). Amolecula que liga no sitio 
ativo e sobre a qual a enzima age e denominada substra¬ 
te. 0 contorno da superficie do sitio ativo e delimitado por 
residuos de aminoacidos com grupos nas cadeias laterais 
que ligam o substrate e que catalisam a sua transformagao 
quimica. Frequentemente, o sitio ativo engloba o substrate, 
sequestrando-o completamente da solugao. 0 complexo en- 
zima-substrato, cuja existencia foi primeiramente proposta 
por Charles-Adolphe Wurtz em 1880, e fundamental para a 
agao enzimatica. Tambem e o ponto de partida para o tra- 
tamento matematico que define o comportamento cinetico 
das reagoes catalisadas por enzimas e para a descrigao teo- 
rica dos mecanismos das enzimas. 

As enzimas alteram a velocidade da reagao, 
nao 0 equilibrio 

Uma reagao enzimatica simples pode ser escrita como 

E + S ES EP E + P (6-1) 

onde E, S e P representam enzima, substrate e produto; ES 
e EP sao complexes transitorios da enzima com o substrate 
e com o produto. 

Para entender a catalise, deve-se primeiro avaliar a im- 
portancia de distinguir entre o equilibrio e a velocidade de 



FIGURA 6-1 Liga^ao de um substrate no sitio ativo de uma enzima. 

A enzima quimotripsina, com o substrate ligado (PBD ID 7GCH). Alguns dos 
residuos-chave do sitio ativo aparecem como uma mancha vermelha na su¬ 
perficie da enzima. 


uma reagao. A fungao do catalisador e aumentar a veloci¬ 
dade da reagao. A catalise nao afeta o equilibrio da rea¬ 
gao. Qualquer reagao, como S P, pode ser descrita por 
um diagrama de coordenadas da reagao (Figura 6-2) , que 
representa a variagao de energia durante a reagao. A ener- 
gia e descrita nos sistemas biologicos, como foi discutido 
no Capitulo 1, em termos de energia livre, G. No diagra¬ 
ma de coordenadas da reagao, a energia livre do sistema e 
colocada no grafico em fungao do progresso da reagao (a 
coordenada da reagao). 0 ponto de partida tanto da rea¬ 
gao direta quanto da reagao reversa e denominado estado 
fundamental, a contribuigao que uma molecula media (S 
ou P) fornece para a energia livre do sistema, sob dadas 
condigoes do sistema. 

CONVEN^AO-CHAVE: Para descrever a variagao de energia livre 
das reagoes, quimicos definiram um conjunto de condigoes 
padrao (temperatura de 298 K; pressao parcial de cada gas 
de 1 atm [ou 101,3 kPa]; concentragao de cada soluto de 1 
m) e expressam as mudangas de energia livre de um siste¬ 
ma reagindo sob essas condigoes como AG°, a variagao de 
energia livre padrao. Uma vez que os sistemas bioquimi- 
cos geralmente envolvem concentragoes de muito abai- 
xo de 1 M, bioquimicos definiram uma variagao de ener¬ 
gia livre padrao bioquimica, AG'°, a variagao de energia 
livre padrao em pH 7,0. Essa definigao sera usada neste 
livro. Uma definigao mais completa de AG'° e fornecida no 
Capitulo 13. ■ 

0 equilibrio entre S e P reflete a diferenga entre as ener- 
gias livres dos sens estados fundamentals. No exemplo mos- 
trado na Figura 6-2, a energia livre do estado fundamental 
de P e menor do que a de S, e entao AG'° para a reagao e 
negativa (reagao exergonica) e o equilibrio favorece mais P 
que S. A posigao e a diregao do equilibrio nao sao afetadas 
pelos catalisadores. 

Um equilibrio favoravel nao significa que a conversao 
S ^ P ocorra em uma velocidade detectavel. A veloci¬ 
dade da reagao depende de um parametro totalmente 
diferente. Ha uma barreira energetica entre S e P: a ener¬ 
gia necessaria para alinhar os grupos reagentes, para a 



FIGURA 6-2 Diagrama da coordenada da reagao. A energia livre do sis- 
tema esta colocada no grafico versus o progresso da reagao S ^ R Diagramas 
deste tipo descrevem as mudangas de energia durante a reagao. 0 eixo ho¬ 
rizontal (coordenada da reagao) reflete as mudangas quimicas progressivas 
(p. ex., quebra ou formagao da ligagao) a medida que S e convertido em P. 
As energies de ativagao, AG( para as reagoes S ^ P e P ^ S estao indicadas. 
AG'° e a variagao total da energia livre padrao na diregao S ^ P. 
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formagao de cargas instaveis transitorias, rearranjos de 
ligagoes e ainda outras transformagoes necessarias para 
que a reagao ocorra em qualquer diregao. Isso e ilustrado 
pela curva de energia nas Figuras 6-2 e 6-3. Para que a 
reagao ocorra, as moleculas devem suplantar essa barrei- 
ra e atingir um nivel de energia mais alto. 0 topo da curva 
de energia e um ponto a partir do qual o decaimento para 
o estado S on para o estado P tern a mesma probabilidade 
de ocorrer (nos dois casos a curva e descendente). Isso e 
denominado estado de transigao. 0 estado de transigao 
nao e uma forma quimica com alguma estabilidade signi- 
ficativa e nao deve ser confundido com os intermediarios 
da reagao (como ES on EP). 0 estado de transigao e um 
momento molecular transitorio em que eventos como a 
quebra de ligagao, a formagao de ligagao ou o desenvol- 
vimento de carga ocorrem com a mesma probabilidade 
de seguirem tanto para formar novamente o substrate 
como para formar o produto. A diferenga entre os niveis 
energeticos do estado basal e do estado de transigao e a 
energia de ativagao, A velocidade da reagao re- 
flete essa energia de ativagao: uma energia de ativagao 
maior corresponde a uma reagao mais lenta. A velocidade 
da reagao pode aumentar pela elevagao da temperatura 
e/ou da pressao, o que aumenta o numero de moleculas 
com energia suficiente para suplantar a barreira energe- 
tica. Alternativamente, a energia de ativagao pode ser di- 
minuida pela adigao de um catalisador (Figura 6-3) . Os 
catalisadores aumentam a velocidade das reagdes por 
diminuirem as energias de ativagao. 

As enzimas nao sao excegoes a regra de que os ca¬ 
talisadores nao afetam o equilibrio da reagao. As flechas 
bidirecionais na Equagao 6-1 indicam isso: qualquer enzi- 
ma que catalise a reagao S —> P tambem catalisa a reagao 
P ^ S. 0 papel da enzima e acelerar a interconversao 
entre S e P. A enzima nao e gasta no processo e o ponto 
de equilibrio nao e afetado. Entretanto, a reagao atinge 
o equilibrio muito mais rapidamente quando a enzima 
apropriada estiver presente, pois a velocidade da reagao 
e aumentada. 



FIGURA 6-3 Diagrama da coordenada da reagao comparando uma 
reagao catalisada por enzima com uma nao catalisada. Na reagao 
S ^ R os intermediarios ES e EP ocupam o nivel minimo na curva da pro- 
gressao da energia de uma reagao catalisada por uma enzima. Os termos 
catalisada 6 correspondem, respectivamente, a energia de 

ativagao da reagao nao catalisada e a energia de ativagao total da reagao 
catalisada. A energia de ativagao e menor quando a reagao e catalisada por 
uma enzima. 


Esse principio geral e ilustrado pela conversao de saca- 
rose e oxigenio em dioxide de carbono e agua: 

C12H22O11 + 12 O2 12 CO2 + 11 H2O 

Essa conversao, que ocorre por meio de uma serie de rea- 
goes separadas, tern AG'° muito grande e negative, e, no 
equilibrio, a quantidade de sacarose presente e desprezi- 
vel. Ainda assim, a sacarose e um composto estavel, porque 
a barreira da energia de ativagao que deve ser suplantada 
antes que reaja com oxigenio e bastante alta. A sacarose 
pode ser armazenada em um recipiente com oxigenio qua- 
se que indefinidamente sem reagir com ele. Nas celulas, 
entretanto, a sacarose e prontamente degradada em CO2 
e H2O em uma serie de reagoes catalisadas por enzimas. 
Essas enzimas nao apenas aceleram as reagoes, mas tam¬ 
bem as organizam e as controlam de modo que boa parte 
da energia liberada e recuperada em outras formas quimi- 
cas, sendo disponibilizada para as celulas realizarem outras 
tarefas. A via de reagoes na qual a sacarose (e outros agu- 
cares) e degradada constituiu a via primaria de produgao 
de energia das celulas. As enzimas dessa via permitem que 
a sequencia de reagoes ocorra em uma escala de tempo 
biologicamente util. 

As reagoes podem ter varias etapas, incluindo a for¬ 
magao e o consumo de especies quimicas transitorias de- 
nominadas intermediarios da reagao.^ Qualquer espe- 
cie da rota da reagao que tenha uma vida quimica finita 
(maior do que a vibragao molecular, —10”^^ segundos) e 
um intermediario da reagao. Quando a reagao S v ^ P e 
catalisada por uma enzima, os complexos ES e EP podem 
ser considerados intermediarios, mesmo que S e P sejam 
especies quimicas estaveis (Equagao 6-1); os complexos 
ES e EP ocupam vales no diagrama das coordenadas da 
reagao (Figura 6-3). Alem disso, no curso de uma rea¬ 
gao catalisada por enzima geralmente existem interme¬ 
diaries quimicos menos estaveis. A interconversao entre 
dois intermediarios da reagao que ocorrem em sequencia 
constitui uma etapa da reagao. Quando uma reagao tern 
varias etapas, a velocidade final e determinada pela etapa 
(ou etapas) com a maior energia de ativagao. Essa etapa 
e denominada etapa limitante da velocidade. Em um 
caso simples, a etapa limitante da velocidade e o ponto de 
maior energia no diagrama da interconversao entre S e 
P. Na pratica, a etapa limitante da reagao pode variar se- 
gundo as condigoes de reagao, sendo que muitas enzimas 
podem ter varias etapas com energias de ativagao simila- 
res, significando que todas essas etapas sao parcialmente 
limitantes da velocidade. 

A energia de ativagao e uma barreira energetica para as 
reagoes quimicas. Essas barreiras sao cruciais para a pro¬ 
pria vida. A velocidade na qual uma molecula sofre uma 
determinada reagao diminui a medida que a barreira da rea¬ 
gao aumenta. Sem essas barreiras energeticas, as macro- 


^Neste capitulo, etapa e intermediario referem-se as especies quimicas 
na via de uma unica reagao catalisada por uma enzima. No contexto de 
vias metabolicas envolvendo muitas enzimas (discutido na Parte II), esses 
termos sao usados de maneira diferente. Uma reagao enzimatica inteira ge¬ 
ralmente e tomada como uma “etapa” da via, e o produto de uma reagao 
enzimatica (que e o substrate para a proxima enzima da via) e referido 
como “intermediario”. 
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moleculas complexas poderiam reverter espontaneamente 
para formas moleculares mais simples, e as estruturas com¬ 
plexas e altamente ordenadas e os processos metabolicos 
das celulas nao poderiam existir. Durante o curso da evolu- 
gao, as enzimas desenvolveram-se para diminuir seletiva- 
mente as energias de ativagao das reagoes necessarias para 
a sobrevivencia celular. 

A velocidade e o equilibrio da rea^ao tern defini^es 
termodinamicas precisas 

0 equilibrio da reagao esta inexoravelmente ligado a va- 
riagao da energia livre padrao da reagao, AG'° e a veloci¬ 
dade da reagao esta ligada a energia de ativagao, AG"^. Uma 
introdugao basica sobre essas relagoes termodinamicas e a 
proxima etapa para compreender como as enzimas agem. 

Um equilibrio como S v ^ P e descrito por uma cons- 
tante de equilibrio, ou simplesmente K (p. 25). 
Nas condigoes padrao usadas para comparar os proces¬ 
sos bioqmmicos, a constante de equilibrio e designada 
(ouiT'): 

[P] 

^ (6-2) 

Segundo a termodinamica, a relagao entre e AG'° pode 
ser descrita pela expressao 

AG'° = -RT\nK'^^ (6-3) 

onde R € di constante dos gases, 8,315 J/mol • K, e 7" e a 
temperatura absoluta, 298 K (25°C). A Equagao 6-3 e de- 
senvolvida e discutida com mais detalhes no Capitulo 13. 
Aqui, o ponto importante e que a constante de equilibrio 
e diretamente relacionada com o total da energia livre pa¬ 
drao da reagao (Tabela 6-4). Um grande valor negativo de 
AG'° reflete um equilibrio de reagao favoravel, mas, como 
foi observado, isso nao significa que a reagao ocorrera com 
velocidade alta. 

A velocidade de uma reagao e determinada pela con- 
centragao do reagente (ou reagentes) e por uma cons¬ 
tante de velocidade, normalmente designada por k. 
Para uma reagao unimolecular S ^ P, a velocidade da 


TABELA 6-4 


Relates entre/r'qeAC'° 



A6'°(kJ/mol) 

10'® 

34,2 

lO"' 

28,5 

10-^ 

22,8 

10“' 

17,1 

10“' 

11,4 

10"' 

5,7 

1 

0 

10' 

-5,7 

10' 

-11,4 

10' 

-17,1 


Nota: Esta relagao e calculada a partir de AG'° = -RT]nK[^ (Equagao 6-3). 


reagao, V (representando a quantidade de S que reage 
por unidade de tempo), e expressa por uma equagao de 
velocidade; 


p = m (6-4) 

Nessa reagao, a velocidade depende apenas da concentra- 
gao de S, sendo uma reagao de primeira ordem. 0 fator k e 
uma constante de proporcionalidade que reflete a proba- 
bilidade de que a reagao ocorra em determinado conjunto 
de condigoes (pH, temperatura, etc.). Aqui, /c e a constan¬ 
te de velocidade de primeira ordem e tern como unidade a 
reciproca do tempo, como s”\ Se uma reagao de primeira 
ordem tiver uma constante de velocidade k de 0,03 s”\ isso 
pode ser interpretado (quantitativamente) como que 3% do 
S disponivel serao convertidos em P em 1 s. Uma reagao 
com uma constante de velocidade de 2.000 s”^ ocorrera em 
uma pequena fragao de segundo. Se a velocidade de reagao 
depender da concentragao de dois compostos diferentes, 
ou se a reagao for entre duas moleculas de um mesmo com- 
posto, a reagao sera de segunda ordem, e /c e a constante 
de velocidade de segunda ordem, com unidade de m”^s”\ A 
equagao da velocidade passa a ser 

U=/c[Si][S2] (6-5) 

A partir da teoria do estado de transigao pode-se derivar 
uma expressao relacionando a magnitude da constante de 
velocidade com a energia de ativagao: 

^g.g3 

h 

onde k e a constante de Boltzmann e /z. e a constante de 
Planck. Nesse momento, o ponto importante e que a rela¬ 
gao entre a constante de velocidade /c e a energia de ativa¬ 
gao AG"^ e inversa e exponencial. De maneira simples, essa 
e a base para afirmar que energia de ativagao mais baixa 
significa velocidade de reagao mais rapida. 

Depois de analisar o que as enzimas fazem, e possivel 
focalizar como elas o fazem. 

Poucos principios sao suficientes para explicar o poder 
catalitico e a especificidade das enzimas 

As enzimas sao catalisadores extraordinarios. 0 aumento 
de velocidade conferido pelas enzimas situa-se na faixa 
de 5 a 17 ordens de magnitude (Tabela 6-5). As enzimas 
tambem sao muito especificas, distinguindo facilmente 
substratos com estruturas muito semelhantes. Como e 
que esse enorme e altamente seletivo aumento de veloci¬ 
dade pode ser explicado? Qual e a fonte de energia para 
essa grande diminuigao nas energias de ativagao de rea¬ 
goes especificas? 

A resposta para essas questoes tern duas partes distin- 
tas, embora interligadas. A primeira parte baseia-se no re- 
arranjo de ligagoes covalentes durante a reagao catalisada 
pela enzima. Muitos tipos de reagoes quimicas ocorrem en¬ 
tre substratos e grupos funcionais da enzima (cadeias espe¬ 
cificas de aminoacidos, ions metalicos e coenzimas). Gru¬ 
pos funcionais cataliticos na enzima podem formar ligagoes 
covalentes transitorias com um substrato e ativa-lo para a 
reagao, ou um grupo pode ser transitoriamente transferi- 
do do substrato para a enzima. Geralmente, essas reagoes 
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TABELA6-5 


Alguns aumentos de velocidade proporcionados 
porenzimas 


Esses termos sao essenciais para o entendimento das enzi- 
mas e constituem importante foco deste capitulo. 


Ciclofilina 

10" 

Anidrase carbonica 

10" 

Triose-fosfato-isomerase 

10^ 

Carboxipeptidase A 

10'' 

Fosfoglicomutase 

10" 

Succinil-C 0 A-transferas e 

10'^ 

Urease 

10" 

Orotidina-monofosfato-descarboxilase 

10'" 


ocorrem apenas no sitio ativo da enzima. Interagoes cova- 
lentes entre enzimas e substrates diminuem a energia de 
ativagao, acelerando a reagao, por fornecerem condigoes 
para que a reagao ocorra por uma via alternativa de baixa 
energia. Os tipos especificos de rearranjos que ocorrem es- 
tao descritos na Segao 6.4. 

A segunda parte da explicagao fundamenta-se em in- 
teragoes nao covalentes entre enzima e substrate. E im¬ 
portante lembrar (Capitulo 4) que interagoes fracas nao 
covalentes ajudam a estabilizar a estrutura das proteinas e 
as interagoes proteina-proteina. Essas mesmas interagoes 
sao cruciais para a formagao de complexes entre proteinas 
e moleculas pequenas, incluindo os substrates de enzimas. 
Muito da energia necessaria para diminuir a energia de ati- 
vagao provem de interagoes fracas nao covalentes entre 
substrate e enzima. 0 que realmente distingue as enzimas 
de outros catalisadores e a formagao de um complexo ES 
especifico. A interagao entre substrate e enzima nesse com¬ 
plexo e mediada pelas mesmas forgas que estabilizam a es¬ 
trutura das proteinas, incluindo ligagoes de hidrogenio e in¬ 
teragoes hidrofobicas e ionicas (Capitulo 4). A formagao de 
cada interagao fraca no complexo ES e acompanhada pela 
liberagao de uma pequena quantidade de energia livre que 
estabiliza a interagao. A energia proveniente da interagao 
enzima-substrato e denominada energia de ligagao, 

0 sen significado abrange mais que uma simples interagao 
enzima-substrato. A energia de ligagdo e a principal fon- 
te de energia livre utilizada pelas enzimas para a dimi- 
nuigdo da energia de ativagdo das reagoes. 

Dois principios fundamentals inter-relacionados possi- 
bilitam uma explicagao geral de como as enzimas utilizam a 
energia de ligagao nao covalente. 

1. Muito do poder catalitico das enzimas provem ba- 
sicamente da energia livre liberada na formagao de 
muitas ligagoes fracas e interagoes entre a enzima 
e sen substrate. Essa energia de ligagao contribui 
tanto para a especificidade como tambem para a 
catalise. 

2. Interagoes fracas sao otimizadas no estado de tran- 
sigao da reagao. Os sitios ativos das enzimas sao 
complementares nao aos substrates por si mesmos, 
mas aos estados de transigao pelos quais os subs¬ 
trates passam ao serem convertidos em produtos 
durante a reagao enzimatica. 


As intera^es fracas entre enzima e substrate sao 
otimizadas no estado de transigao 

Como e que as enzimas utilizam a energia de ligagao para 
diminnirem a energia de ativagao de uma reagao? A forma¬ 
gao do complexo ES nao e, por si so, uma explicagao, embo- 
ra algumas das primeiras consideragoes sobre os mecanis- 
mos de agao das enzimas tenham comegado com essa ideia. 
Estudos sobre a especificidade das enzimas, realizados por 
Emil Fischer, o levaram a proper, em 1894, que as enzimas 
seriam estruturalmente complementares aos sens subs¬ 
trates de mode a se encaixarem como uma chave em uma 
fechadura (Figura 6-4). Essa ideia elegante, de que uma 
interagao especifica (portanto, exclusiva) entre duas mole¬ 
culas biologicas seria mediada por superficies moleculares 
com formas complementares, influenciou muito o desenvol- 
vimento da bioquimica; efetivamente, essas interagoes sao 
centrals para muitos processes bioquimicos. Entretanto, a 
hipotese da “chave e fechadura” pode ser enganadora quan- 



FIGURA 6-4 Complementaridade de formas entre o substrate e o 
seu sitio de ligagao na enzima. A enzima di-hidrofolato-redutase com o 
seu substrate NADP^ (em vermelho) nao ligado (acima) e ligado (abaixo). 
0 tetra-hidrofolato (em amarelo) tambem e visivel (PDB ID 1RA2). Neste 
modelo, o NADP^ liga-se a um bolsao complementar a sua forma e as suas 
propriedades ionicas, ilustragao da hipotese de "chave e fechadura" proposta 
por Emil Fischer para a agao enzimatica. Na realidade, a complementaridade 
entre proteina e ligante (neste caso, o substrate) raramente e perfeita, como 
visto no Capitulo 5. 
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do aplicada a catalise enzimatica. Uma enzima totalmente 
complementar ao seu substrate seria uma enzima muito po- 
bre, como se pode demonstrar. 

Por exemplo, considere uma reagao imaginaria, a que- 
bra de um bastao de metal magnetizado; a reagao nao 
catalisada esta mostrada na Figura 6-5a. Duas enzimas 
imaginarias - duas “bastonases” - poderiam catalisar essa 
reagao. Ambas utilizam forgas magneticas como paradig- 
ma para a energia de ligagao utilizada por enzimas reais. 
Primeiro, sera desenhada uma enzima perfeitamente 
complementar ao substrate (Figura 6-5b). 0 sitio ativo 
dessa bastonase e um bolsao delimitado por imas. Para 
reagir (quebrar), o bastao deve atingir o estado de transi- 
gao da reagao, mas o bastao se encaixa tao perfeitamente 
ao sitio ativo que nao consegue se dobrar, pois ao se do- 
brar haveria a eliminagao de algumas das interagoes mag¬ 


neticas entre o bastao e a enzima. Uma enzima desse tipo 
impede a reagao, porque estabiliza o substrate em vez de 
desestabiliza-lo. No diagrama de coordenadas da reagao 
(Figura 6-5b), esse tipo de complexo ES corresponderia a 
uma energia da qual o substrate teria dificuldade de esca- 
par. Uma enzima dessas seria inutil. 

A nogao moderna da catalise enzimatica, primeira- 
mente proposta por Michael Polanyi (1921) e Haldane 
(1930), foi elaborada por Linus Pauling em 1946 e por 
William P. Jencks na decada de 1970. Para poder catalisar 
reagoes, as enzimas devem ser complementares ao esta¬ 
do de transigdo da reagao. Isso significa que interagoes 
otimas entre substrates e enzimas so ocorrem no estado 
de transigao. A Figura 6-5c demonstra como uma enzima 
dessas pode funcionar. 0 bastao de metal liga-se a bas¬ 
tonase, mas apenas um subconjunto das interagoes mag- 


(a) Sem enzima 

Substrate 
(bastao metalico) 


0 S ) 


Estado de transigao 
(bastao curvado) 


Produto 

(bastao quebrado) 





(b) Enzima complementar ao substrato 


Enzima 



Magnetos 

Poucos 

rvO )j) -► produtos 

° ES ° 


(c) Enzima complementar ao estado de transigao 


E 







FIGURA 6-5 Proposta de uma enzima imaginaria (bastonase) que 
catalise a quebra de um bastao metalico. (a) Antes da quebra, o bas¬ 
tao primeiro deve ser curvado (o estado de transipao). Nos dois exemplos 
de bastonase, interagoes magneticas representam as ligagoes fracas entre a 
enzima e o substrato. (b)A bastonase com um bolsao magnetico de estru- 
tura complementar a do bastao (o substrato) estabiliza o substrato. 0 curva- 
mento e impedido pelas atragoes magneticas entre o bastao e a bastonase. 
(c) Uma enzima com bolsao complementar ao estado de transigao da rea¬ 
gao ajuda a desestabilizar o bastao, contribuindo para a catalise da reagao. 
A energia de ligagao das interagoes magneticas compensa o aumento da 


energia livre necessaria para curvar o bastao. Os diagramas das coordenadas 
das reagoes (a direita) mostram as consequencias energeticas da comple- 
mentaridade ao substrato versus a complementaridade ao estado de transi¬ 
gao (os complexos EP estao omitidos). AG^^, a diferenga entre as energias dos 
estados de transigao da reagao catalisada e da nao catalisada, reflete a con- 
tribuigao das interagoes magneticas entre o bastao e a bastonase. Quando 
a enzima for complementar ao substrato (b), o complexo ES e mais estavel 
e tern menos energia livre no estado basal que o substrato isoladamente. 0 
resultado e um oumento na energia de ativagao. 
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neticas possiveis e usado para formar o complexo ES. 0 
substrate ligado ainda deve ter aumento na energia livre 
para atingir o estado de transigao. Agora, entretanto, o 
aumento de energia livre necessario para tensionar o bas- 
tao em uma curvatura e quebrar parcialmente a confor- 
magao e compensado (“pago”) pelas interagoes (energia 
de ligagao) que se formam entre a enzima e o substrate no 
estado de transigao. Muitas dessas interagoes envolvem 
partes do bastao distantes do ponto de quebra. Assim, as 
interagoes entre a bastonase e as regioes nao reagentes 
do bastao fornecem parte da energia necessaria para ca- 
talisar a quebra do bastao. Esse “pagamento de energia” 
traduz-se em diminuigao efetiva na energia de ativagao e 
aumento na velocidade da reagao. 

As enzimas reais agem segundo um principio analogo. 
No complexo ES ha a formagao de interagoes fracas, mas 
a completa complementaridade entre o substrate e a enzi¬ 
ma ocorre apenas quando o substrate estiver no estado de 
transigao. A energia livre (energia de ligagao) liberada du¬ 
rante a formagao dessas interagoes compensa parcialmente 
a energia necessaria para atingir o topo da curva de energia. 
A soma da energia de ativagao desfavoravel (positiva) 
e a energia de ligagao favoravel AG^ (negativa) resulta em 
uma redugao liquida da energia de ativagao (Figura 6-6) . 
Mesmo quando ligado a enzima, o estado de transigao nao 
e uma forma estavel, mas sim o curto periodo de tempo em 
que o substrate permanece no topo da curva de energia. 
Reagoes catalisadas por enzimas sao muito mais rapidas 
que os processes nao catalisados, pois a barreira energetica 
a ser vencida e muito menor. 0 principio importante e que 
interagoes com ligagoes fracas entre a enzima e o subs¬ 
trate fornecem uma suhstancial forga propulsora para 
a catdlise enzimdtica. Os grupos presentes no substrate e 
envoMdos nessas ligagoes fracas podem atuar a alguma dis- 
tancia das ligagoes rompidas ou modificadas. As interagoes 
fracas formadas apenas no estado de transigao sao as que 
fazem a principal contribuigao para a catalise. 

A necessidade de multiplas interagoes fracas para impe- 
lir a catalise ajuda a explicar por que as enzimas (e algumas 
coenzimas) sao tao grandes. A enzima deve fornecer grupos 
funcionais para as interagoes ionicas, ligagoes de hidroge- 
nio e outras interagoes importantes e tambem deve posicio- 



FIGURA 6-6 Papel da energia de ligagao na catalise. Para diminuir a 
energia de ativagao da reagao, o sistema deve adquirir uma quantidade de 
energia equivalente ao valor da diminuigao de AG*. Boa parte dessa energia 
vem da energia de ligagao (AGg) proporcionada pela formagao de interagoes 
fracas nao covalentes entre substrate e enzima que ocorrem no estado de 
transigao. 0 papel de AGg e analogo ao de AG^ da Figura 6-5. 


nar precisamente esses grupos de modo que a energia de 
ligagao seja otimizada no estado de transigao. A formagao 
de uma ligagao adequada e atingida mais facilmente pelo 
posicionamento do substrato em uma cavidade (o sitio ati- 
vo) onde e efetivamente removido da agua. 0 tamanho das 
proteinas reflete a necessidade de uma superestrutura para 
manter os grupos interativos posicionados adequadamente 
e para evitar o colapso da cavidade. 


A energia de ligagao contribui para a especificidade da 
rea^o e a catalise 

possivel demonstrar quantitativamente que a energia 
de ligagao e responsavel pela enorme aceleragao na ve¬ 
locidade proporcionada pelas enzimas? A resposta e sim. 
Como ponto de referencia, a Equagao 6-6 permite calcular 
que, nas condigoes normais das celulas, AG"^ deve ser di- 
minuido em cerca de 5,7 kJ/mol para acelerar uma reagao 
de primeira ordem por um fator de 10. A energia que e 
disponibilizada pela formagao de uma unica interagao fraca 
geralmente e estimada em 4 a 30 kJ/mol. A energia total 
disponibilizada por um certo numero dessas interagoes e, 
portanto, suficiente para uma diminuigao da energia de ati¬ 
vagao entre os 60 e os 100 kJ/mol necessarios para explicar 
o grande aumento na velocidade das reagoes observado em 
muitas enzimas. 

A mesma energia de ligagao que fornece energia para 
a catalise tambem da as enzimas sua especificidade, isto 
e, a capacidade de distinguir entre substrates e moleculas 
competidoras. Conceitualmente, especificidade e facil de 
distinguir de catalise, contudo, essa diferenciagao e mui¬ 
to mais dificil de demonstrar experimentalmente, pois a 
catalise e a especificidade provem do mesmo fenomeno. 
Se o sitio ativo de uma enzima tiver grupos funcionais or- 
ganizados otimamente de modo que se forme uma grande 
variedade de interagoes fracas com determinado substra¬ 
to no correspondente estado de transigao, a enzima nao 
sera capaz de interagir com a mesma intensidade com al¬ 
guma outra molecula. Por exemplo, se o substrato tiver 
um grupo hidroxila que forme uma ligagao de hidrogenio 
com um residuo especifico de Glu de uma enzima, qual- 
quer molecula que nao tiver um grupo hidroxila naquela 
determinada posigao sera um substrato pobre para essa 
enzima. Ainda, qualquer molecula que tiver um grupo 
funcional extra para o qual a enzima nao tenha um bol- 
sao ou um sitio de ligagao provavelmente sera excluida 
da enzima. De maneira geral, a especificidade deriva da 
formagao de muitas interagoes fracas entre a enzima e a 
molecula especifica do substrato. 

A importancia da energia de ligagao para a catalise pode 
ser facilmente demonstrada. Por exemplo, a enzima glicoli- 
tica triose-fosfato-isomerase catalisa a interconversao entre 
gliceraldeido-3-fosfato e di-hidroxiacetona-fosfato: 
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Esta reagao rearranja os gmpos carbonila e hidroxila dos 
carbonos 1 e 2. Entretanto, mais de 80% da aceleragao da 
velocidade da reagao catalisada pela enzima foi relaciona- 
do com as interagoes enzima-substrato envolvendo o gm- 
po fosfato do carbono 3 do substrato. Isso foi determina- 
do comparando as reagoes catalisadas pela enzima usando 
como substrates gliceraldeido-3-fosfato e gliceraldeido 
(sem grupo fosfato na posigao 3). 

0 principio geral apresentado anteriormente pode ser 
ilustrado por varies mecanismos cataliticos bem conheci- 
dos. Esses mecanismos nao sao mutuamente excludentes, 
de mode que uma mesma enzima pode incorporar varies 
tipos de mecanismos no sen mecanismo total de agao. 

Considerando o que e necessario para a reagao acon- 
tecer, verifica-se que fatores fisicos e termodinamicos pre- 
ponderantes contribuem para AG"^, a barreira para a reagao. 
Entre esses mecanismos, e possivel incluir (1) a entropia 
(liberdade de movimento) das moleculas em solugao, que 
reduz a possibilidade de que elas reajam entre si; (2) a ca- 
mada de solvatagao das moleculas de agua ligadas por liga- 
goes de hidrogenio e que rodeiam e ajudam a estabilizar a 
maioria das moleculas biologicas em solugao aquosa; (3) a 
distorgao dos substrates que ocorre em muitas reagoes; (4) 
a necessidade de um alinhamento apropriado dos grupos 
funcionais cataliticos da enzima. A energia de ligagao pode 
ser usada para superar todas essas barreiras. 

Primeiro, uma grande restrigao a mobilidade relativa 
de dois substrates prestes a reagir, ou redugao da en¬ 
tropia, e um beneficio obvio proporcionado pela ligagao 
deles a enzima. A energia de ligagao mantem o substrato 
na orientagao apropriada para reagir, uma contribuigao 
substancial para a catalise, porque colisoes produtivas 
entre as moleculas da solugao podem ser muito raras. Os 
substrates podem ser alinhados precisamente com a en¬ 
zima com muitas interagoes fracas entre cada substrato e 
grupos estrategicamente posicionados na enzima fixando 
as moleculas de substrato na posigao apropriada. Estudos 
mostraram que restrigoes a mobilidade de dois reagentes 
podem produzir um aumento de varias ordens de grandeza 
na velocidade (Figura 6-7). 

Segundo, a formagao de ligagoes fracas entre substrato 
e enzima resulta na dessolvatagao do substrato. Intera¬ 
goes enzima-substrato substituem a maioria das ligagoes de 
hidrogenio entre o substrato e as moleculas de agua que 
sao um impedimento para a reagao. Terceiro, a energia de 
ligagao envolvendo interagoes fracas, que se formam ape- 
nas no estado de transigao da reagao, ajudam a compensar 
termodinamicamente qualquer distorgao, principalmente a 
redistribuigao de eletrons, de modo que entao o substrato 
pode sofrer a reagao. 

Finalmente, em geral a enzima tambem sofre uma mu- 
danga de conformagao quando o substrato se liga a ela, in- 
duzindo multiplas interagoes fracas com o substrato. Isso 
e chamado de ajuste induzido, mecanismo postulado por 
Daniel Koshland em 1958. Esses movimentos podem afetar 
apenas uma pequena parte da enzima nas proximidades do 
sitio ativo ou podem envolver mudangas no posicionamen- 
to de dominios inteiros da enzima. Em geral, uma rede de 
movimentos acoplados ocorre por toda a enzima, que final¬ 
mente leva as mudangas necessarias no sitio ativo. 0 ajuste 
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FIGURA 6-7 Aumento da velocidade por redugao da entropia. A figu¬ 
ra mostra reagoes de esteres com grupos carboxilatos formando anidridos. 
Em todos os casos, o grupo R e o mesmo. (a) Nesta reagao bimolecular, a 
constante k e de segunda ordem, com unidades de (b) Quando os 
dois grupos reagentes estao em uma mesma molecula, e entao tern menor 
liberdade de movimento, a reagao e muito mais rapida. Nesta reagao unimo- 
lecular, /ctem unidade de s"\ Dividindo a constante de velocidade de (b) pela 
constante de velocidade de (a) obtem-se um fator de aumento de veloci¬ 
dade de 10^ M. (0 aumento de velocidade tern como unidade a molaridade, 
pois neste caso uma reagao unimolecular foi comparada com uma reagao 
bimolecular.) Colocando de outra maneira, se o reagente em (b) estiver em 
uma concentragao de 1 m, o comportomento dos grupos reativos sera o mes¬ 
mo que teria caso estivesse em uma concentragao de 10^ m. Observe que a 
reagao em (b) tern liberdade de rotagao em tres de suas ligagoes (mostradas 
por meio de setas curvas), mas, mesmo assim, isso representa uma redugao 
substancial de entropia em relagao a (a). Se as rotagoes das ligagoes que gi- 
ram em (b) forem tolhidas como em (c), a entropia e reduzida ainda mais e 
a reagao apresenta um aumento de velocidade de 10® m em relagao a (a). 


induzido serve para levar grupos funcionais especificos da 
enzima para uma posigao apropriada para catalisar a rea¬ 
gao. As mudangas conformacionais tambem permitem a for¬ 
magao de ligagoes fracas adicionais no estado de transigao. 
Em ambos os casos, a nova conformagao da enzima apre¬ 
senta propriedades cataliticas aumentadas. Como foi visto, 
o ajuste induzido e uma caracteristica comum da interagao 
reversivel de ligantes com proteinas (Capitulo 5). 0 ajuste 
induzido tambem e importante para a interagao de pratica- 
mente todas as enzimas com sens substratos. 

Grupos cataliticos especificos contribuem para a catalise 

Em muitas enzimas, a energia de ligagao utilizada para for- 
mar o complexo ES e apenas um dos varios contribuintes 
para o mecanismo total de catalise. Uma vez que o subs¬ 
trato esteja ligado a uma enzima, grupos funcionais catali- 
ticos posicionados de modo apropriado ajudam no rompi- 
mento e na formagao de ligagoes por varios mecanismos. 
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incluindo catalise geral acidobasica, catalise covalente e 
catalise por ions metalicos. Esses mecanismos sao diferen- 
tes dos mecanismos com base na energia de ligagao, pois 
geralmente envolvem uma interagao transitoria covalente 
com o substrato on a transferencia de um grupo do subs- 
trato on para ele. 

Catalise geral acidobasica. A transferencia de protons e a rea- 
gao mais comum em bioquimica. No curso da maioria das 
reagoes que ocorrem nas celulas ha transferencia de um ou, 
geralmente, de muitos protons. Muitas reagoes bioquimicas 
envolvem a formagao de intermediaries carregados insta- 
veis que tendem a quebrarem-se rapidamente nas especies 
reagentes que os constituem, impossibilitando assim a rea- 
gao (Figura 6-8). Intermediaries carregados, geralmen¬ 
te, podem ser estabilizados pela transferencia de protons 
para os substrates (ou dos substrates) ou intermediaries 
formando uma especie que se transforma mais rapidamen¬ 
te em produtos. 0 efeito da catalise por acidos ou bases 
e geralmente estudado usando reagoes nao enzimaticas 
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FIGURA 6-8 Como o catalisador contorna o incremento de cargas 
desfavoraveis durante a hidrolise de uma amida. A hidrolise da liga- 
gao amida, mostrada aqui, e a mesma reaqao catalisada pela quimotripsina e 
outras proteases. 0 incremento de cargas e desfavoravel e pode ser contor- 
nado pela doaqao de um proton por parte de H 30 ^ (catalise acida especifica) 
ou HA (catalise acida geral), sendo que HA representa qualquer acido. De 
maneira semelhante, a carga pode ser neutralizada pela subtraqao de um 
0H“ (catalise basica especifica) ou de B: (catalise basica geral), na qual B: re¬ 
presenta uma base qualquer. 


como modelo. Nessas reagoes nao enzimaticas, a transfe¬ 
rencia de protons pode envolver apenas constituintes da 
agua ou entao de outros doadores ou aceptores fracos de 
proton. Catalisadores que utilizam apenas ions (HgO"^) 
ou 0H“ presentes na agua sao chamados de catalisadores 
acidobasicos. Se protons forem transferidos entre o inter¬ 
mediario e a agua mais rapidamente do que a quebra do 
intermediario em reagentes, o intermediario e estabilizado 
cada vez que se formar e nenhuma catalise adicional media- 
da por outros aceptores ou doadores de protons ocorrera. 
Em muitos casos, entretanto, apenas agua e insuficiente. 0 
termo catalise geral acidobasica refere-se a transferen¬ 
cia de protons mediada por alguma outra molecula que nao 
agua. Nas reagoes nao catalisadas por enzimas que ocor¬ 
rem em solugoes aquosas, a adigao de acidos ou bases for¬ 
tes proporciona uma aceleragao da velocidade observavel 
somente se o intermediario instavel da reagao quebrar-se 
em reagentes com mais rapidez do que a transferencia de 
protons apenas da agua (ou transferencia de protons para 
formar agua). Nessa situagao, muitos acidos organicos fra¬ 
cos podem suplementar a agua como doadores de protons, 
ou entao bases organicas fracas podem servir como acepto¬ 
res de protons. 

No sitio ativo das enzimas, onde moleculas de agua tal- 
vez nao estejam disponiveis como doadoras ou aceptoras de 
protons, a catalise acidobasica geral torna-se crucial. Algu- 
mas cadeias laterals de aminoacidos podem assumir o papel 
de agentes doadores e aceptores de protons (Figura 6-9) . 
Esses grupos podem estar posicionados precisamente no 
sitio ativo da enzima de modo a possibilitar a transferencia 
de protons, proporcionando um aumento de velocidade da 
ordem de 10^ a 10^. Esse tipo de catalise ocorre na grande 
maioria das enzimas. 



FIGURA 6-9 Aminoacidos na catalise geral acidobasica. Muitas rea- 
qoes organicas sao favorecidas por doadores (acidos gerais) ou aceptores 
(bases gerais) de protons. Os sitios ativos de algumas enzimas tern grupos 
funcionais de aminoacidos, como os mostrados aqui, que podem participar 
dos processos cataliticos como doadores ou aceptores de protons. 







200 DAVID L. NELSON & MICHAEL M. COX 


Catalise covalente. Na catalise covalente ha a formagao de 
uma ligagao covalente transitoria entre a enzima e o subs- 
trato. Considere a hidrolise de uma ligagao entre os grupos 
AeB: 

H2O 

A—B-^ A + B 

Na presenga de um catalisador covalente (enzima com gru- 
po nucleofilico X:), a reagao torna-se 

A—B + X:-> A—X + B ^ A + X: + B 

Isso modifica o caminho da reagao e resulta em catalise 
arenas quando o novo caminho tiver uma energia de ati- 
vagao menor do que a da reagao nao catalisada. Ambas as 
novas etapas devem ser mais rapidas do que a reagao nao 
catalisada. Varias cadeias laterais de aminoacidos, incluindo 
as mostradas na Figura 6-9, e grupos funcionais de alguns 
cofatores de enzimas servem como agentes nucleofilicos 
na formagao de ligagoes covalentes com substratos. Esses 
complexes covalentes sempre passam por uma reagao adi- 
cional para regenerar a enzima livre. A ligagao covalente 
entre enzima e substrate pode ativar o substrate para uma 
reagao posterior de um mode geralmente especifico para 
um grupo on uma coenzima. 

Catalise por ions metalicos. Metais, tanto ligados firmemente 
a enzima quanto tornados da solugao juntamente com o 
substrate, podem participar na catalise de varias manei- 
ras. Interagoes ionicas entre metais ligados a enzimas e 
substratos podem ajudar a orientar o substrate para a rea¬ 
gao ou estabilizar estados de transigao carregados. Esse 
tipo de uso de interagoes fracas entre metais e substratos 
e similar a alguns dos uses da energia de ligagao enzima- 
-substrato descritos anteriormente. Os metais tambem 
podem ser mediadores de reagoes de oxidorredugao por 
mudangas reversiveis no estado de oxidagao do ion me- 
talico. Aproximadamente um tergo de todas as enzimas 
conhecidas necessita de um ou mais 10 ns metalicos para a 
atividade catalitica. 

A maioria das enzimas combina varias estrategias de 
catalise para proporcionar um aumento na velocidade das 
reagoes. Um bom exemplo e o uso de catalise covalente, 
catalise geral acidobasica e estabilizagao do estado de tran¬ 
sigao na reagao catalisada pela quimotripsina, apresentada 
em detalhes na Segao 6.4. 

RESUMO 6.2 Como as enzimas funcionam 

► As enzimas sao catalisadores altamente eficazes, geral¬ 
mente aumentando as velocidades de reagao por um fa- 
tor delO®alO'". 

► As reagoes catalisadas por enzimas sao caracterizadas 
pela formagao de um complexo entre o substrate e a en¬ 
zima (complexo ES). A ligagao ao substrate ocorre em 
um bolsao da enzima denominado sitio ativo. 

► A fungao das enzimas e dos outros catalisadores e dimi- 
nuir a energia de ativagao, AG"^, da reagao, aumentando, 
assim, a velocidade das reagoes. 0 equilibrio da reagao 
nao e afetado pela enzima. 

► Uma parte significativa da energia utilizada no aumento 
da velocidade das reagoes proporcionada por enzimas 


provem de interagoes fracas (ligagoes de hidrogenio e 
interagoes hidrofobicas e ionicas) entre substrate e en¬ 
zima. 0 sitio ativo das enzimas e estruturado de modo 
tal que algumas dessas ligagoes fracas ocorrem pre- 
ferencialmente no estado de transigao, estabilizando 
esse estado. A necessidade de interagoes multiplas e 
uma das razoes para o grande tamanho das enzimas. A 
energia de ligagao, AGg, e usada de diversas maneiras 
para diminuir a energia necessaria para a ativagao, AGI 
Ela pode ser usada, por exemplo, para diminuir a en- 
tropia, para a dessolvatagao do substrate ou para pro- 
vocar uma mudanga conformacional na enzima (ajuste 
induzido). A energia de ligagao tambem e responsavel 
pela extraordinaria especificidade das enzimas por sens 
substratos. 

► Mecanismos cataliticos adicionais utilizados pelas enzi¬ 
mas incluem a catalise geral acidobasica, a catalise co¬ 
valente e a catalise por 10 ns metalicos. A catalise geral¬ 
mente envolve interagoes covalentes transitorias entre 
o substrate e a enzima, ou a transferencia de grupo da 
enzima ou para a enzima, de modo a proporcionar um 
caminho novo e com menor energia de ativagao para 
as reagoes. Em qualquer dos cases, as enzimas retor- 
nam ao estado nao ligado uma vez que a reagao tenha 
se completado. 

6.3 A dnetka enzimatica como abordagem a 
compreensao do mecanismo 

Normalmente os bioquimicos utilizam varias abordagens 
para estudar o mecanismo de agao de enzimas purificadas. 
A estrutura tridimensional das proteinas fornece informa- 
goes importantes, que sao incrementadas pela quimica de 
proteinas e por modernos metodos de mutagenese sitio- 
-dirigida (mudanga na sequencia de aminoacidos de uma 
proteina por engenharia genetica; ver Figura 9-10). Essas 
tecnologias permitem que os enzimologistas examinem o 
papel de aminoacidos individualmente na estrutura e na 
atividade de uma enzima. Entre tanto, a abordagem mais 
antiga para entender o mecanismo das enzimas, e que per- 
manece ainda entre as mais importantes, e determinar a 
velocidade da reagao e como ela se modifica em resposta a 
mudangas nos parametros experimentais, disciplina conhe- 
cida como cinetica enzimatica. A seguir, sera apresenta¬ 
da uma breve introdugao a cinetica das reagoes catalisadas 
por enzimas. Visoes mais avangadas estao disponiveis nas 
fontes citadas ao final deste capitulo. 

A concentra^ao do substrate influi na velocidade das 
reaves catalisadas por enzimas 

Um fator-chave que afeta a velocidade das reagoes catali¬ 
sadas por enzimas e a concentragao do substrato, [S]. En- 
tretanto, o estudo dos efeitos da concentragao do subs¬ 
trato e complicado pelo fato de [S] modificar-se durante o 
curso de uma reagao in vitro a medida que o substrato e 
convertido em produto. Uma abordagem que simplifica os 
experimentos de cinetica enzimatica e medir a velocida¬ 
de inicial, designada como (Figura 6-10). Em uma 


PRINCIPIOS DE BlOQUIMICA DE LEHNINGER 201 



FIGURA 6-10 Velocidades iniciais de reaves catalisadas por enzi- 
mas. Uma enzima teorica catalisa a reagao S R A enzima esta presente 
em uma concentrapao suficiente para catalisar a reapao a uma velocidade 
maxima, de 1 /xM/min. A constante de Michaelis, (explicada no texto), 
e 0,5 /xM. Estao mostradas as curvas de progressao da reapao para as concen- 
trapoes abaixo, exatamente no e acima dele. A velocidade de uma reapao 
catalisada por uma enzima diminui a medida que o substrate e convertido 
em produto. A tangente de cada curva, no tempo zero, define a velocidade 
inicial, I/q, de cada uma das reapoes. 

reagao tipica, a enzima pode estar presente em quanti- 
dades nanomolares, enquanto [S] pode estar em uma 
ordem de magnitude cinco ou seis vezes maior. Se ape- 
nas o inicio da reagao for monitorado (frequentemente 
os primeiros 60 segundos, ou menos), a mudanga em [S] 
pode estar limitada a alguns poucos pontos percentuais e 
[S] pode ser considerada constante. Vq pode ser explora- 
do em fungao de [S], que e ajustada pelo investigador. 0 
efeito da variagao de [S] sobre Vq quando a concentragao 
da enzima e mantida constante esta mostrado na Figura 
6-11. Em concentragoes relativamente baixas de substra¬ 
te, Vq aumenta quase linearmente com o aumento de [S]. 
Em altas concentragoes de substrate, Vq aumenta em pe- 
quenas quantidades em resposta ao aumento da [S]. En- 
fim, e atingido um ponto alem do qual o aumento de [S] 
leva a um aumento insignificantemente pequeno em Vq. 
Essa regiao de Vq tipo plato esta proxima a velocidade 
maxima, 

0 complexo ES e a chave para entender este compor- 
tamento catalitico, e por isso foi o ponto inicial da nossa 
discussao sobre catalise. 0 padrao da cinetica mostrada na 
Figura 6-11 levou Victor Henri, seguindo o caminho propos- 
to por Wurtz, a proper, em 1903, que a combinagao de uma 
enzima com a molecula do substrate formando um comple¬ 
xo ES e uma etapa necessaria na catalise enzimatica. Essa 
ideia foi ampliada em uma teoria geral de agao de enzimas, 
particularmente por Leonor Michaelis e Maud Menten, em 
1913. Os dois postularam que a enzima primeiramente 
combina-se de modo reversivel com o substrate, formando 
um complexo enzima-substrato em uma etapa reversivel e 
relativamente rapida: 

/Cl 

V 

/C_1 



Concentragao de substrato, [S] (mivi) 

FIGURA 6-11 Efeito da concentragao do substrato sobre a velocida¬ 
de inicial de uma reagao catalisada por enzima. A velocidade maxima, 
e extrapolada a partir de graficos como este, pois a l/g aproxima-se, mas 
nunca atinge a A concentragao do substrato na qual l/g e metade da 
e o K^,a constante de Michaelis. A concentragao da enzima em expe- 
rimentos como este geralmente e tao baixa que [S] ^ [E], mesmo quando 
[S] e descrita como baixa ou relativamente baixa. As unidades usadas neste 
grafico sao unidades tipicas para reagoes nao catalisadas e apenas ajudam a 
ilustrar o significado de e [S]. (Observe que a curva descreve parte de uma 
hiperbole retangular com uma das assintotas em Caso a curva continu- 
asse abaixo de [S] = 0, ela se aproximaria da assintota vertical em [S] = -K^) 

Entao, o complexo ES e rompido em uma segunda etapa 
mais lenta, fornecendo a enzima livre e o produto P: 

ES E + P (6-8) 

k-2 

Uma vez que a segunda reagao, por ser mais lenta (Equagao 
6-8), limita a velocidade da reagao total, a velocidade total 
deve ser proporcional a concentragao das especies que rea- 
gem na segunda etapa, isto e, ES. 

Em determinado instante de uma reagao catalisada por 
enzima, a enzima existe em duas formas, na forma livre ou 
nao combinada (E) na forma combinada (ES). Em baixa 
[S], a maior parte da enzima esta na forma nao combinada 
E. Assim, a velocidade e proporcional a [S] porque o equili- 
brio da Equagao 6-7 e deslocado na diregao da formagao de 
mais ES a medida que [S] aumenta. A velocidade inicial ma¬ 
xima de uma reagao catalisada (V^^J ocorre quando quase 
toda a enzima estiver presente como complexo ES e [E] e 


Leonor Michaelis, 1875-1949 Maud Menten, 1879-1960 




E + S 


ES 


(6-7) 
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desprezivel. Nessas condigoes, a enzima esta “saturada” 
com o substrate, e entao um incremento de [S] nao pro- 
duz efeito na velocidade. Essa condigao ocorre quando [S] 
for alta o suficiente para que essencialmente toda a enzima 
livre se converta na forma ES. Apos o rompimento do com- 
plexo ES, fornecendo produto (P), a enzima fica livre para 
catalisar a reagao de mais uma molecula do substrate (e sob 
condigoes saturantes segue fazendo isso rapidamente). 0 
efeito da saturagao e uma caracteristica que diferencia a 
catalise enzimatica, sendo responsavel pelo plato observado 
na Figura 6-11. As vezes, o padrao mostrado na Figura 6-11 
e denominado cinetica de saturagao. 

Logo que a enzima e misturada com um grande exces- 
so de substrate, ha um periodo inicial, o estado pre-esta- 
cionario, durante o qual a concentragao de ES aumenta. 
Normalmente, esse periodo e muito curto para ser obser¬ 
vado com facilidade, demora apenas microssegundos, e nao 
e evidente na Figura 6-10. A reagao rapidamente atinge o 
estado estacionario no qual [ES] (e as concentragoes de 
qualquer outro intermediario) permanece constante ao Ion- 
go do tempo. 0 conceito de estado estacionario foi introdu- 
zido por G.E. Briggs e Haldane, em 1925. A determinagao 
de Vq geralmente reflete o estado estacionario. Embora Fq 
limite-se a parte inicial da reagao, a analise da velocidade 
inicial e denominada cinetica do estado estacionario. 


A rela^ao entre a concentragao do substrato 
e a velocidade da rea^o pode ser expressa 
quantitativamente 

A curva que expressa a relagao entre [S] e Fq (Figura 6-11) 
tern a mesma forma geral para a maioria das enzimas (apro- 
ximadamente uma hiperbole retangular) e pode ser expres¬ 
sa algebricamente pela equagao de Michaelis-Menten. Mi- 
chaelis e Menten deduziram essa equagao partindo da sua 
hipotese basica de que a etapa limitante da velocidade em 
uma reagao enzimatica e a quebra do complexo ES em pro¬ 
duto e enzima livre. A equagao e 


^max[S] 

+ [S] 


d (6-9) 


Todos esses termos sao facilmente determinados do ponto 
de vista experimental, e a constante de Michaelis, pode 
ser medida experimentalmente. 

Agora, serao examinadas as bases logicas das etapas al- 
gebricas de uma dedugao moderna da equagao de Micha¬ 
elis-Menten, que inclui a hipotese do estado estacionario 
introduzida por Briggs e Haldane. A dedugao comega com 
as etapas basicas de formagao e quebra de ES (Equagoes 
6-7 e 6-8). No inicio da reagao, a concentragao do produto, 
[P], e desprezivel e permite simplificar considerando que a 
reagao inversa, P ^ S (descrita por k_ 2 ), pode ser ignorada. 
Essa suposigao nao e critica, mas simplifica a dedugao. A 
reagao total reduz-se a 

E + S ES ^ E + P (6-10) 

k-i 


Fq e determinada pela quebra de ES formando o produto, 
que e determinado por [ES]: 

Fo = /c2[ES] (6-11) 


Uma vez que [ES], da Equagao 6-11, nao pode ser determi¬ 
nada facilmente, deve-se iniciar encontrando uma expres- 
sao alternativa para este termo. Primeiro sera introduzido 
o termo [EJ, representando a concentragao total da enzima 
(a soma da enzima livre e ligada ao substrato). A enzima 
livre, on nao ligada, pode ser representada por [EJ - [ES]. 
Tambem, porque [S] normalmente e muito maior que [EJ, a 
quantidade de substrato ligado a enzima em um dado tem¬ 
po e desprezivel em comparagao com a quantidade total de 
enzima, [S]. Tendo essas condigoes em mente, as proximas 
etapas levam a uma expressao para Fq em termos de para- 
metros facilmente mensuraveis. 

Etapa 1 As velocidades de formagao e quebra de ES sao 
determinadas pelas etapas governadas pelas constantes 
(formagao) e k_^ ^+2 (quebra em reagentes e produtos, 

respectivamente), segundo as expressoes 

Velocidade de formagao de ES = /ci([Et] - [ES])[S] (6-12) 

Velocidade de quebra de ES = /c_i[ES] + /C 2 [ES] (6-13) 

Etapa 2 Deve-se, agora, fazer uma suposigao importante: 
a velocidade inicial da reagao reflete o estado estacionario, 
no qual [ES] e constante. Isto e, a velocidade da formagao 
de ES e igual a velocidade da quebra de ES. Isso e chamado 

de hipotese do estado estacionario. As expressoes das 
Equagoes 6-12 e 6-13 sao igualadas no estado estacionario, 
resultando em 

/Ci([Et] - [ES])[S] = /c_i[ES] + /C2[ES] (6-14) 


Etapa 3 Em uma serie de etapas algebricas, pode-se re¬ 
solver a Equagao 6-14 para [ES]. Primeiro, o lado esquerdo 
da equagao e multiplicado e o lado direito e simplificado: 

/ci[EJ[S] - /ci[ES][S] = (/c_i + /c2)[ES] (6-15) 


Adicionando o termo /eJES], [S] aos dois lados da equagao 
e simplificando. 


/ci[EJ[S] =(/ci[S] +/c_i + /c2)[ES] 
Entao, a solugao desta equagao para [ES] e 

/Ci[EJ[S] 


[ES] = 


/ci[S] + k—i + k2 


(6-16) 

(6-17) 


Agora isso pode ser ainda mais simplificado, combinando as 
constantes de velocidade em uma expressao: 


[ES] 


[Et][S] 

[S] + (/C_i + /C2)//Ci 


(6-18) 


0 termo {k_^ -t /Cg)//^! e definido como constante de Mi¬ 
chaelis, K^. Substituindo esse termo na Equagao 6-18, a 
expressao e simplificada para 


[ES] = 


[Et][S] 
+ [S] 


(6-19) 


Etapa 4 Agora e possivel expressar Fq em termos de [ES]. 
Substituindo o lado direito da Equagao 6-19 para [ES] na 
Equagao 6-11 obtem-se 


fe2[Et][S] 

+ [S] 


( 6 - 20 ) 


Esta equagao pode ser simplificada ainda mais. Uma vez 
que a velocidade maxima ocorre quando a enzima esta satu- 
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rada (isto e, com [ES] = [EJ), pode ser definida como 
/c 2 [EJ. a substituigao desta equagao na Equagao 6-20 da a 
Equagao 6-9: 

,, ^max[S] 

Esta e a equagao de Michaelis-Menten, a equagao da 
velocidade da reagao com um unico substrato, catalisada 
por uma enzima. Ela define a relagao quantitativa entre a 
velocidade inicial, Fq, a velocidade maxima, e a con- 
centragao inicial de substrato, [S], todas em relagao a cons- 
tante de Michaelis, K^. Observe que tern unidades de 
concentragao molar. Sera que a equagao se ajusta as obser- 
vagoes experimentais? Sim. Isso pode ser confirmado consi- 
derando as situagoes limitantes nas quais [S] e muito alta ou 
muito baixa, como esta mostrado na Figura 6-12. 

Uma relagao numerica importante emerge da equagao 
de Michaelis-Menten no caso especial quando Fq e exata- 
mente metade da F^^^^ (Figura 6-12). Entao 

^max _ ^max[S] 

2 ~ [S] (6-21) 

Dividindo-se por F^^, obtem-se 

1 ^ [S] 

2 + [S] (6-22) 

Resolvendo para obtem-se + [S] = 2[S], ou 

^xn = [S], quando (6-23) 

Esta e uma definigao pratica e muito util de K^. equivale 
a concentragao do substrato na qual Vq e metade da 

A equagao de Michaelis-Menten (Equagao 6-9) pode ser 
transformada algebricamente em versoes uteis para a de- 



FIGURA 6-12 Dependencia da velocidade inicial da concentragao 
de substrato. Este grafico mostra os parametros cineticos que definem 
os limites da curva em [S] elevada e baixa. Em baixa [S], ^ [S], e o 

termo [S] no denominador na equagao de Michaelis-Menten (Equagao 
6-9) torna-se desprezivel. A equagao fica simplificada a F = ^ 

apresenta uma dependencia linear de [S], como observado aqui. Em alta 
[S], quando [S] ^ K^, o termo K^, denominador na equagao de Michaelis- 
-Menten, torna-se desprezivel, e a equagao fica simplificada a F = ^^max' o 
que e consistente com o plato observado em [S] elevada. A equagao de 
Michaelis-Menten e, portanto, consistente com a dependencia observada 
de F por [S], e a forma da curva e definida pelos termos V^./K em baixa 
[S] e \/^^,emalta [S]. 


terminagao pratica de e F^^^ (Quadro 6-1) e, como sera 
descrito posteriormente, na analise da agao de inibidores 
(ver Quadro 6-2 na p. 209). 


Os parametros cineticos sao utilizados para comparar a 
atividade de enzimas 

importante distinguir entre a equagao de Michaelis-Men- 
ten e o mecanismo cinetico especifico no qual ela foi ba- 
seada originalmente. A equagao descreve o comportamento 
cinetico da grande maioria das enzimas, sendo que todas 
as enzimas que exibem uma dependencia hiperbolica de 
Fq sobre [S] sao consideradas como seguindo a cinetica 
de Michaelis-Menten. A regra pratica de que = [S] 
quando Fq = F F^^^^ (Equagao 6-23) e valida para todas as 
enzimas que segnem a cinetica de Michaelis-Menten. (As 
enzimas regulatorias sao as excegoes mais importantes a 
cinetica de Michaelis-Menten, assunto discutido na Segao 
6.5.) Entretanto, a equagao de Michaelis-Menten nao de- 
pende do mecanismo de reagao relativamente simples em 
duas etapas proposto por Michaelis e Menten (Equagao 
6-10). Muitas das enzimas que segnem a cinetica de Mi¬ 
chaelis-Menten tern mecanismos de reagao muito diferen- 
tes, e mesmo enzimas que catalisam reagoes com seis ou 
oito etapas identificaveis geralmente apresentam o mesmo 
comportamento cinetico de estado estacionario. Mesmo 
que a Equagao 6-23 seja verdadeira para muitas enzimas, 
o significado verdadeiro tanto de F^^^^ como de pode ser 
diferente para enzimas diferentes. Essa e uma limitagao im¬ 
portante da abordagem do estado estacionario para expli- 
car a cinetica enzimatica. Os parametros F^^^ e podem 
ser obtidos experimentalmente para qualquer enzima, mas 
fornecem pouca informagao sobre o numero, as velocidades 
ou a natureza quimica das etapas da reagao. Apesar disso, 
a cinetica do estado estacionario e a linguagem padrao pela 
qual os bioquimicos comparam e caracterizam as eficiencias 
cataliticas das enzimas. 


Interpreta^ao de e A Figura 6-12 mostra um metodo 
grafico simples para obter o valor aproximado de K^. Um 
procedimento mais conveniente, usando o grafico duplo- 
-reciproco, esta mostrado no Quadro 6-1. 0 pode variar 
muito de acordo com a enzima e mesmo para substratos 
diferentes de uma mesma enzima (Tabela 6-6). Algumas 
vezes o termo e usado (em geral, inapropriadamente) 
como indicador da afinidade da enzima pelo sen substrato. 
0 significado verdadeiro do depende de aspectos espe- 
cificos do mecanismo da reagao, como o numero e as veloci¬ 
dades relativas das varias etapas. Para uma reagao de duas 
etapas. 


Krr. = 


k2 "h k-i 


(6-24) 


Quando /Cg e a etapa limitante, k^^ k_^, e o k^ fica redu- 
zido a /c_y/Ci, que e definido como a constante de disso- 
ciagao, do complexo ES. Nessas condigoes, repre- 
senta uma medida da afinidade da enzima pelo substrato 
no complexo ES. Entretanto, esse cenario nao se aplica 
para a maioria das enzimas. Algumas vezes k^ ^ e 
entao = kjk^. Em outros casos, k^ e k_^ sao compa- 
raveis e torna-se uma fungao mais complexa de todas 
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QUADRO 6-1 Transforma^es da equa^ao de Michaelis-Menten: o grafico de duplos-reciprocos 


A equagao de Michaelis-Menten 

„ _ ^max[S] 

[S] 

pode ser transformada algebricamente em equagoes mais 
praticas para fazer graficos com dados experimentais. 
Uma transformagao muito comum e deduzida simples- 
mente tomando as reciprocas dos dois lados da equagao 
de Michaelis-Menten: 

1 ^ + [S] 

^0 ^max[S] 

Separando os componentes do numerador no lado direito 
da equagao obtem-se 

1 , [S] 

^maxIS] 7^ax[S] 
que e simplificado para 

1 _ , 1 . 
^0 ^max[S] F,,,, • 

Essa forma da equagao de Michaelis-Menten e denomina- 
da equagao de Lineweaver-Burk. No caso das enzimas 
que obedecem a relagao de Michaelis-Menten, um grafico 
de 1/Vq versus 1/[S] (o “duplo-reciproco” de um grafico 
de Vq versus [S] e usado) produz uma linha reta (Figura 
Q-1). Essa linha tern uma inclinagao de no eixo 

1/Fq e uma intersecgao de -l/K^ no eixo 1/[S]. A repre- 
sentagao duplo-reciproca, tambem denominada grafico 
de Lineweaver-Burk, tern a grande vantagem de permitir 
uma determinagao mais acurada de que pode ser ob- 


tida apenas aproximadamente nos graficos simples de 
Vq versus [S] (ver Figura 6-12). 

Outras transformagoes da equagao de Michaelis-Men¬ 
ten sao feitas, cada uma com uma vantagem especifica 
para a analise de dados cineticos. (Ver Problema 14 no 
final deste capitulo.) 

0 grafico duplo-reciproco das velocidades de uma 
reagao enzimatica e muito util para diferenciar en- 
tre certos tipos de mecanismos de reagao enzimatica 
(ver Figura 6-14) e na analise da inibigao de enzimas 
(ver Quadro 6-2). 



FIGURA Q-1 Grafico duplo-reciproco de Lineweaver-Burk. 


tres constantes de velocidade (Equagao 6-24). A equagao 
de Michaelis-Menten e o comportamento caracteristico de 
saturagao continuam validos, mas nao pode ser consi- 
derado como uma simples medida da afinidade da enzima 
pelo substrate. Mesmo em cases mais comuns, nos quais a 
reagao ocorre em varias etapas apos a formagao de ES, o 
pode se tornar uma fungao muito complexa de muitas 
constantes de velocidade. 


TABELA6-6 


de algumas enzimas e seus substrates 


Enzima 

Hexocinase (cerebro) 

Anidrase carbonica 
Quimotripsina 

j8-Galactosidade 

Treonina-desidratase 


Substrate 

ATP 

D-Glicose 

D-Frutose 

HCOg 

Gliciltirosilglicina 

A-benzoiltirosmamida 

D-Lactose 

L-Treonina 


KJmtA) 

0,4 

0,05 

1.5 

26 

108 

2.5 

4,0 

5,0 


A grandeza tambem varia muito entre enzimas di- 
ferentes. Se uma enzima reage pelo mecanismo de duas 
etapas de Michaelis-Menten, entao onde 

e a etapa limitante da velocidade. Entretanto, o numero de 
etapas da reagao e a identidade das etapas limitantes da ve¬ 
locidade podem variar de acordo com a enzima. Por exem- 
plo, considere a situagao bem comum na qual a liberagao do 
produto, EP^E + P, ea etapa limitante da velocidade. No 
inicio da reagao (quando [P] e baixo), a reagao total pode 
ser descrita pelo esquema 

E + S ES EP E + P (6-25) 

k-i k-2 

Nesse caso, na saturagao, a maior parte da enzima esta 
na forma EP e = k^[EJ. Isso e util para definir uma 
constante de velocidade mais geral, para descrever a 
etapa limitante de qualquer reagao catalisada por enzimas 
na saturagao. Se a reagao tiver varias etapas e uma delas 
for claramente a etapa limitante da velocidade, k^^^ equi- 
vale a constante de velocidade dessa etapa limitante. Para 
o caso da reagao simples correspondendo a equagao 6-10, 
^cat ^ ^ 2 - ^3iTdi a reagao da Equagao 6-25, k^^^ = k^. Quando 
varias etapas sao parcialmente limitantes, k^^^ pode tornar- 
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-se uma fungao complexa com vmas das constantes de ve- 
locidade que definem individualmente cada uma das etapas 
da reagao. Na equagao de Michaelis-Menten, 
e a Equagao 6-9 torna-se 


/^cat[Et][S] 

+ [S] 


(6-26) 


A constante e a constante de primeira ordem da veloci- 
dade, tendo como unidade a reciproca do tempo. Ela tam- 
bem e chamada de numero de renovagao Q'turnovef '^, 
sendo, quando a enzima estiver saturada com o substrato, 
equivalente ao numero de moleculas de substrato conver- 
tidas em produto por unidade de tempo por uma unica 
molecula de enzima. Os numeros de renovagao de muitas 
enzimas estao apresentados na Tabela 6-7. 


Compara^ao entre eficiencias e mecanismos cataliticos. Os para- 
metros cineticos k^^^ e k^ sao uteis para estudar e comparar 
enzimas diferentes, independentemente se os mecanismos 
de reagao sao simples on complexes. Cada enzima tern va- 
lores de k^^^ e que refletem o ambiente celular, a concen- 
tragao de substrato normalmente encontrada in vivo pela 
enzima e a quimica da reagao catalisada. 

Os parametros k^^^ e tambem possibilitam que se 
avalie a eficiencia cinetica das enzimas, embora individual¬ 
mente cada um desses parametros seja insuficiente para 
isso. Duas enzimas que catalisam reagoes diferentes podem 
ter o mesmo k^^^ (numero de renovagao), entretanto, as 
velocidades dessas reagoes quando nao catalisadas podem 
ser diferentes entre si e, portanto, o aumento de velocidade 
propiciado por cada enzima pode ser muito diferente. Do 
ponto de vista experimental, o de uma enzima tende a 
ser similar a concentragao do substrato presente na celula. 
0 de uma enzima que atue sobre um substrato presente 
em concentragoes muito baixas na celula geralmente e me- 
nor do que o de uma enzima que age sobre um substrato 
mais abundante. 

A melhor maneira de comparar as eficiencias cataliticas 
de enzimas diferentes, on o numero de vezes que diferen¬ 
tes substrates sao catalisados por uma mesma enzima, e 
comparar a relagao k^JK^ para as duas reagoes. Esse pa- 
rametro, algumas vezes denominado constante de espe- 


TABELA 6-7 


Numero de renovagao (turnover), de algumas enzimas 


Enzima 

Substrato 

*ca,(F) 

Catalase 

H 2 O 2 

40.000.000 

Anidrase carbonica 

HCOg- 

400.000 

Acetilcolinesterase 

Acetilcolina 

14.000 

j 8 -Lactamase 

Benzilpenicilina 

2.000 

Fumarase 

Fumarato 

800 


Proteina RecA (uma ATPase) ATP 


0,5 


cificidade, e a constante de velocidade para a conversao 
de E + S em E + P. Quando [S] a Equagao 6-26 se 

reduz a 

Eo = ^[Et][S] (6-27) 

Nesse case, Vq depende da concentragao dos dels reagen- 
tes, [EJ e [S], e, consequentemente, essa e a equagao de 
velocidade de segunda ordem, e a constante k^JK^ e a 
constante de velocidade de segunda ordem, com unidades 
M”^s”\ Ha um limite superior para k^JK^, imposto pela velo¬ 
cidade com que E e S podem se difundir em solugoes aquo- 
sas. 0 limite determinado pela difusao e de 10^ a 10^ m“^s”\ 
e muitas enzimas tern k^JK^ proximo a esta faixa (Tabela 
6-8). Diz-se que essas enzimas atingiram a perfeigao cata- 
litica. Observe que diferentes valores de k^^^ e podem 
levar a essa relagao maxima. 


PROBLEMA RESOLVIDO 6-1 Determina^ao do 


Foi descoberta uma enzima que catalisa a reagao quimica 

TRISTEZA FELICIDADE 

Uma equipe de pesquisadores motivados dedicou-se a es¬ 
tudar uma enzima, que denominaram de felicidase. Eles 
verificaram que o k^^^ da felicidase e de 600 s”^ e realizaram 
varies experimentos. 


Enzimas cujos valores de kJK^ estao proximos ao limite imposto pela difusao (10^ a 10^ m ^s 


cat m 

Enzima Substrato (s~^) (m) 


Acetilcolinesterase 

Acetilcolina 

1,4 

X 

10 " 

9 

X 

10 ^ 

Anidrase carbonica 

CO, 

1 

X 

10 ® 

1,2 

X 

10 “® 


HCO 3 

4 

X 

10 ® 

2,6 

X 

10 '® 

Catalase 


4 

X 

10 ' 

1,1 

X 

: 10 “ 

Crotonase 

Crotonil-CoA 

5,7 

X 

10 ^ 

2 

X 

10 '® 

Fumarase 

Fumarato 

8 

X 

10 " 

5 

X 

10 '® 


Malato 

9 

X 

10 " 

2,5 

X 

10 ^ 

j 8 -Lactamase 

Benzoilpenicilina 

2,0 

X 

10 ' 

2 

X 

10 ^ 


TABELA 6-8 


kJK 

1,6 X 10® 

8,3 X 10" 
1,6 X lO" 

4 X 10" 

2,8 X 10® 

1.6 X 10® 

3.6 X 10" 

1 X 10® 


Fonte: Fersht, A. (1999) Structure and Mechanism in Protein Science, p. 166, W.H. Freeman and Company, Nova York. 
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A velocidade da reagao, 7 q, e 9,6 ijlms ^ quando [EJ = 20 
nM e [TRISTEZA] = 40 ijlm. Calcule o para o substrate 
TRISTEZA. 


Solu^ao: [EJ, [S] e Vq sao conhecidos e deseja-se saber o 

valor de K^. A Equagao 6-26, na qual a equagao de Michae- 
lis-Menten tern 14,^^ substitmdo por e a mais apro- 

priada para resolver este problema. Substituindo os valores 
na Equagao 6-26 pode-se obter o valor de K^. 


Vo 

9,6 fJLM s~^ 

9,6 jjLM s~^ 

9,6 juM + 40 /ulm) 

+ 40 fjiM 

+ 40 /jlm 
Kra 


/Ccat[Et][S] 

Km + [S] 

(600 s~^XQ,020 /xmX40 /xm) 
Km “I” 40 jjlm 
480 

Km + 40 lULM 
480 iJLM^s~^ 

480 /xM^s“^ 

9,6 /jlM s“^ 

50 julm 

50 IJLM - 40 IJLM 
10 ijlm 


Apos obter experiencia em trabalhar com essa equagao, e 
possivel identificar atalhos para resolver problemas como 
este. Por exemplo, pode-se calcular sabendo-se que 
/c^^JEJ = (neste caso 600 s”^ X 0,020 ijlm = 12 ijlm s”^). 
Um rearranjo simples da Equagao 6-26 pela divisao de am- 
bos os lados por da 

Eq ^ [S] 

Km + [S] 

Entao, a relagao Po/P^ax ^ s”V 12 ijlm s”^ = 

+ [S]). Isso simplifica o processo de calcular o A^, dando 
0,25[S] ou 10 ijlM. 


PROBLEMA RESOLVIDO 6-2 Determina^ao de [S] 


Em outro experimento com a felicidase, usando [EJ = 10 um, 
a velocidade da reagao, Pq, medida foi de 3 ijlm s”\ Qual a [S] 
usada nesse experimento? 

Solu^ao: Usando a mesma logica do Problema Resolvido 
6-1, verifica-se que a P^^^ nessa concentragao de enzima e 
6 IJLM s”\ Observe que a Pq e exatamente metade da P^^^. Re- 
corde que A^^, por definigao, e igual a [S] quando Pq = 

Entao, nesse problema [S] deve ser igual a A^, ou 10 iiM. Se 
Pq tiver qualquer valor diferente de PP^ax? simplesmente se 
usa a expressao = [S]/CA^ + [S]) para obter [S]. 


Muitas enzimas catalisam reaves com dois ou 
mais substratos 

Foi visto como a [S] afeta a velocidade de uma reagao en- 
zimatica simples (S ^ P) com apenas uma molecula de 
substrate. Na maioria das reagoes enzimaticas, entretan- 


to, duas (e algumas vezes mais) moleculas de substratos 
diferentes ligam-se a enzima e participam da reagao. Por 
exemplo, na reagao catalisada pela hexocinase, os substra¬ 
tos sao moleculas de ATP e glicose e os produtos sao ADP 
e glicose-6-fosfato: 

ATP + glicose ^ ADP + glicose-6-fosfato 

As velocidades dessas reagoes de bissubstrato tambem po- 
dem ser analisadas pela abordagem de Michaelis-Menten. 
A hexocinase tern um A^ caracteristico para cada um dos 
sens substratos (Tabela 6-6). 

As reagoes enzimaticas com dois substratos geralmente 
envolvem a transferencia de um atomo de um grupo funcio- 
nal de um substrate para o outro. Essas reagoes ocorrem 
por varies mecanismos diferentes. Em alguns cases, ambos 
os substratos ligam-se a enzima simultaneamente em algum 
ponto do curso da reagao, formando um complexo nao co- 
valente ternario (Figura 6-13a). Os substratos ligam-se se- 
gundo uma sequencia aleatoria ou em uma sequencia com 
ordem especifica. Em outros cases, o primeiro substrate e 
convertido em um produto que se dissocia antes que o se- 
gundo substrate se ligue, de mode que nao ha formagao de 
um complexo ternario. Um exemplo desse ultimo caso e o 
mecanismo de pingue-pongue, ou de deslocamento duple 
(Figura 6-13b). A cinetica de estado estacionario geralmente 
ajuda a distinguir entre essas possibilidades (Figura 6-14). 

A cinetica do estado pre-estacionario pode fornecer 
evidencias de etapas especi'ficas das reaves 

A cinetica foi apresentada como o principal metodo de es- 
tudo das etapas de uma reagao enzimatica, e agora sera 


(a) Reagao enzimatica envolvendo um grupo ternario 

Ordem aleatoria 

E ES1S2 -> E + Pt + P2 

Ordenado $2 

E + S, ESi ES1S2 -> E + Pi + P2 


(b) Reagao enzimatica na qual nao ha formagao de um complexo ternario 

Pi S2 

E + Si ESi ETi E' E'S 2 -> E + P2 

FIGURA 6-13 Mecanismo comum das reagoes bissubstrato catalisa- 
das por enzimas. (a) A enzima e ambos os substratos juntam-se formando 
um complexo ternario. No caso de ligagao ordenada, o substrate 1 deve se 
ligar antes que o substrate 2 se ligue de mode produtivo. No caso de ligagao 
ao acaso, os substratos podem se ligar em qualquer ordem. (b) Ha a for¬ 
magao de um complexo enzima-substrato, o produto deixa o complexo, a 
enzima modificada forma um segundo complexo com a molecula do outro 
substrate, o segundo produto e liberado e a enzima e regenerada. 0 subs¬ 
trate 1 pode transferir um grupo funcional para a enzima (formando uma 
enzima modificada covalentemente, E') que, depois, e transferido para o 
substrato 2. Esse mecanismo e denominado mecanismo de pingue-pongue 
ou mecanismo de deslocamento duplo. 
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feita uma discussao preliminar sobre as limitagoes que os 
parametros cineticos mais comuns tern em fornecerem es- 
sas informagoes. Os dois parametros experimentais mais 
importantes obtidos da cinetica do estado estacionario sao 
*cat e kJK^. A variagao de e kJK^ em fungao da varia- 
gao de pH on da temperatura pode fornecer informagoes 
adicionais sobre as etapas do caminho da reagao. No caso 
de reagoes de bissubstratos, a cinetica do estado estacio¬ 
nario pode ajudar a determinar se um complexo ternario e 
formado durante a reagao (Figura 6-14). Geralmente, para 
formar um quadro mais completo sao necessarios metodos 
cineticos que vao alem do alcance de um texto introdutorio. 
Aqui sera apresentada brevemente uma das abordagens ci- 
neticas mais importantes para o estudo de mecanismos de 
reagoes, a cinetica do estado pre-estacionario. 

Uma descrigao completa de uma reagao catalisada por 
uma enzima requer a medida direta das velocidades de cada 
uma das etapas, por exemplo, a associagao da enzima com 
o substrato formando o complexo ES. Durante o estado 
pre-estacionario (ver p. 202), as velocidades de muitas das 
etapas da reagao podem ser medidas independentemente e 
tambem podem ser observados os eventos que uma unica 
molecula de substrato sofre durante a reagao. Como a fase 
de estado pre-estacionario costuma ser muito curta, geral- 




FIGURA 6-14 Analise da cinetica de estado estacionario das reaves 
bissubstrato. Nestes gr^icos duplo-reciprocos (verQuadro 6-1), a concen- 
trapao do substrato 1 varia, enquanto a concentrapao do substrato 2 e man- 
tida constante. Isso e repetido para varios valores de [S 2 ], gerando varias retas 
independentes. (a) Retas que se interceptam indicam que um complexo 
ternario foi formado na reapao; (b) retas paralelas indicam uma via pingue- 
-pongue (deslocamento dupio). 


mente os experimentos necessitam de tecnicas especiais 
para fazer misturas e obter amostras muito rapidamente. 
Um dos objetivos e obter um quadro completo e quanti- 
tativo das mudangas energeticas que ocorrem durante a 
reagao. Como ressaltado anteriormente, as velocidades e 
os equilibrios estao relacionados com a variagao de energia 
livre durante a reagao. Outro objetivo e medir as velocida¬ 
des das etapas individuals da reagao. Em muitos casos, os 
pesquisadores foram capazes de registrar as velocidades de 
cada uma das muitas etapas da reagao enzimatica. Alguns 
exemplos da aplicagao da cinetica do estado pre-estacio¬ 
nario estao incluidos na descrigao de enzimas especificas 
apresentada na Segao 6.4. 


As enzimas estao sujeitas a inibi^ao reversi'vel 
e irreversivel 

Inibidores de enzimas sao moleculas que interferem com 
a catalise, diminuindo ou interrompendo as reagoes enzi- 
maticas. As enzimas catalisam quase todos os processos 
celulares e nao deve surpreender que os inibidores de enzi¬ 
mas estejam entre os medicamentos mais importantes. Por 
exemplo, a aspirina (acetilsalicilato) inibe a enzima que ca- 
talisa a primeira etapa da sintese das prostaglandinas, com- 
postos envoMdos em varios processos, inclusive em alguns 
que produzem dor. 0 estudo dos inibidores enzimaticos 
tambem fornece rica informagao sobre os mecanismos enzi¬ 
maticos e tern ajudado a desvendar algumas vias metaboli- 
cas. Existem duas amplas classes de inibidores de enzimas: 
reversiveis e irreversiveis. 


Inibi^ao reversivel. Um tipo muito comum de inibigao re- 

versivel e denominado competitive (Figura 6-15a). Um 
inibidor competitivo compete com o substrato pelo sitio 
ativo da enzima. A medida que o inibidor (I) ocupa o sitio 
ativo, ele impede que o substrato se ligue a enzima. Muitos 
inibidores competitivos tern estrutura similar a estrutura 
do substrato e se combinam com a enzima formando um 
complexo El, mas que nao leva a catalise. Mesmo ligagoes 
desse tipo que sejam transitorias reduzem a eficiencia da 
enzima. Considerando-se a geometria molecular dos ini¬ 
bidores, pode-se chegar a conclusoes sobre quais as par¬ 
tes do substrato normal que se ligam a enzima. A inibigao 
competitiva pode ser analisada quantitativamente usando 
cinetica do estado estacionario. Na presenga de um inibi¬ 
dor competitivo, a equagao de Michaelis-Menten (Equagao 
6-9) torna-se 


^max[S] 

aK^ + [S] 


d (6-28) 


quando 


1 * I" 


e Ki = 


[MI] 

[El] 


A Equagao 6-28 descreve caracteristicas importantes da 
inibigao competitiva. A variavel determinada experimental- 
mente isto e, o observado na presenga do inibidor, 
geralmente e denominada de “aparente”. 

Uma vez que o inibidor liga-se reversivelmente a enzi¬ 
ma, a competigao pode ser deslocada em favor do substra- 
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(a) Inibigao competitiva 


E + S ^ 
+ 

I 

/I 

K 

V 

El 


- ES -^ E + P 



(b) Inibigao incompetitiva 




E + S . ES -^ E + P 



FIGURA6-15 Trestiposdeinibi^aoreversfvel. (a) Inibidores competiti- 
vos ligam-se ao sitio ativo da enzima: /<j e a constante de equilibrio da ligapao 
do inibidor a E. (b) Inibidores incompetitivos ligam-se em sitios diferentes, 
mas ligam-se apenas ao complexo ES; K[ e a constante de equilibrio para a 
ligagao a ES. (c) Inibidores mistos ligam-se a sitios separados, mas podem se 
ligar tanto a E quanto a ES. 


to simplesmente pela adigao de mais substrato. Quando [S] 
exceder muito a [I], e minimizada a probabilidade de uma 
molecula de inibidor se ligar a enzima, e a reagao apresen- 
ta 14,ax normal. Entretanto, em [S] na qual Vq = V 2 a 
presenga do inibidor aumenta o valor do aparente por 
um fator a. Esse efeito no aparente, combinado com 
a ausencia de efeito sobre diagnostica uma inibigao 
competitiva e e facilmente revelado por meio do grafico 
duplo-reciproco (Quadro 6-2). A constante de equilibrio 
para a ligagao do inibidor (Aj) pode ser obtida a partir do 
mesmo grafico. 


T 


Um tratamento terapeutico com base na competigao 
pelo sitio ativo e utilizado para tratar pacientes que 
ingeriram metanol, um solvente utilizado em dutos de gas 
anticongelante. A alcool-desidrogenase hepatica converte 
metanol em formaldeido, prejudicial para muitos tecidos. A 
cegueira e uma consequencia muito comum da ingestao de 
metanol, pois os olhos sao particularmente sensiveis ao for¬ 
maldeido. 0 etanol compete de maneira eficiente com o 
metanol como substrato alternativo da alcool-desidrogena¬ 
se. 0 efeito do etanol e como o de um inibidor competitivo, 
com a diferenga de que o etanol tambem e substrato para a 
alcool-desidrogenase, e a sua concentragao diminui a medi- 
da que a enzima o converte em acetaldeido. 0 tratamento 
do envenenamento por metanol e feito pela administragao 
intravenosa lenta de etanol, a uma velocidade que mante- 
nha uma concentragao controlada de etanol no sangue por 
varias boras. A velocidade de formagao de formaldeido di¬ 
minui e, durante esse tempo, os rins filtram o metanol, que 
e excretado inocuamente na urina. ■ 

Dois outros tipos de inibigao reversivel, incompetitiva 
e mista, muitas vezes definidas em termos de reagoes de 
um so substrato, na pratica sao observados apenas em en- 
zimas que tern dois ou mais substratos. Um inibidor in- 
competitivo (Figura 6-15b) liga-se em um sitio distinto 
do sitio ativo do substrato e, ao contrario do inibidor com¬ 
petitivo, liga-se apenas ao complexo ES. Na presenga de 
um inibidor incompetitivo, a equagao de Michaelis-Menten 
altera-se para 


onde 




, 1 ^ [I] 


^maxIS] 

+ a'[S] 


i (6-29) 


K'-, = 


[ES][I] 

[ESI] 


Como descrito na Equagao 6-29, em altas concentragoes de 
substrato, Fq aproxima-se de Entao, um inibidor in- 

competitivo diminui a medida. 0 aparente tambem 
diminui, porque a [S] necessaria para atingir metade da 
diminui por um fator de a'. 

Tambem no caso de um inibidor misto (Figura 6-15c) 
ha ligagao a um sitio distinto do sitio ativo, ao qual o subs¬ 
trato se liga. Nesse caso, o inibidor pode ligar-se tanto a en¬ 
zima quanto a ES. A equagao de velocidade que descreve a 
inibigao mista e 


^max[S] 

aK^ + a'[S] 


d (6-30) 


onde a e a' sao definidas como anteriormente. Em geral, 
um inibidor afeta a ambos, e 0 caso especial em 
que a = a', raramente encontrado experimentalmente, e 
definido como inibigao nao competitiva. 0 exame da 
Equagao 6-30 mostra por que um inibidor nao competitivo 
afeta mas nao K^. 

A Equagao 6-30 e uma expressao geral dos efeitos de 
inibidores reversiveis, simplificando as expressoes da ini¬ 
bigao competitiva e da inibigao incompetitiva quando a' = 
1,0 ou a = 1,0, respectivamente. A partir dessa expressao 
pode-se resumir os efeitos dos inibidores sobre cada um 
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QUADRO 6-2 Testes cineticos para determinar o mecanismo de inibi^ao 


0 grffico duplo-reciproco (ver Quadro 6-1) possibilita 
uma maneira facil de determinar se o inibidor de uma 
enzima e competitive, incompetitivo ou misto. Dois con- 
juntos de experimentos devem ser feitos com a concen- 
tragao de enzima mantida constante em cada conjun¬ 
to. No primeiro conjunto de experimentos, [S] tambem 
e mantida constante, o que permite medir o efeito do 
aumento da concentragao do inibidor [I] sobre a velo- 
cidade inicial Fq (nao mostrado na figura). No segundo 
conjunto de experimentos, [I] e mantida constante e [S] 
varia. Os resultados sao usados para construir um grafi- 
co yv^versus 1/[S]. 

A Figura Q-1 mostra um conjunto de graficos duplo- 
-reciprocos, um obtido na ausencia de inibidor e dois 
com diferentes concentragoes de um inibidor compe¬ 
titive. 0 aumento na [I] produz uma familia de curvas, 
todas com uma intercepgao comum no eixo 1 /Fq, mas 
com inclinagoes diferentes. Uma vez que a intercepgao 


no eixo 1 /Fq corresponde a sabe-se que nao 

varia devido a presenga de um inibidor competitive. Isto 
e, independentemente de qual seja a concentragao de 
um inibidor competitive, ha uma concentragao de subs¬ 
trate alta o suficiente que deslocara o inibidor do sitio 
ativo da enzima. Na parte superior do grafico e apresen- 
tado o rearranjo da Equagao 6-28 na qual cada grafico 
foi baseado. 0 valor de a pode ser calculado a partir da 
mudanga na inclinagao da curva em qualquer valor de 
[I]. Conhecendo-se [I] e o:, pode-se calcular a partir 
da expressao 


No case da inibigao incompetitiva e da inibigao mista, 
graficos similares de dados de velocidades dao as familias 
de retas mostradas nas Figuras Q-2 e Q-3. Mudangas na 
intercepgao nos eixos indicam mudangas em e K^. 


j_ ^ laK^ \ 1 _ 

'/o Wmax/[S] 1/max 






1 a' 

[S] + 




FIGURA Q-1 Inibigao competitiva. FIGURA Q-2 Inibigao incompetitiva. 


FIGURA Q-3 Inibigao mista. 


dos parametros cineticos. No case de todos os inibidores 
reversiveis, aparente = porque o lado direito 

da Equagao 6-30 sempre simplifica-se para V^^/a' em con¬ 
centragoes de substrate suficientemente altas. No case dos 
inibidores competitivos, a' = 1,0, e assim pode ser igno- 
rado. Tomando essa expressao pela aparente pode-se 
deduzir uma expressao geral para aparente que mostra 
como esse parametro modifica-se pela presenga de inibido¬ 
res reversiveis. 0 aparente, como sempre, e igual a [S] 
na qual Fq e metade da F^^^ aparente ou, de maneira mais 
geral, quando Fq = V^^J2a'. Essa condigao e encontrada 
quando [S] = aKJa' . Entao, oZ^ aparente = aKJa' . Essa 
expressao e mais simples quando a e a' forem 1,0 (tanto 
na inibigao incompetitiva quanto na inibigao competitiva), 
como esta resumido na Tabela 6-9. 

Na pratica, as inibigoes incompetitiva e mista sao obser- 
vadas apenas em enzimas com dois ou mais substratos, e 


Sg, os quais sao muito importantes na analise experimental 
dessas enzimas. Se um inibidor ligar-se ao sitio normalmen- 
te ocupado por S^, ele atuara como um inibidor competi- 
tivo em experimentos nos quais [SJ varie. Se um inibidor 
liga-se ao sitio normalmente ocupado por Sg, ele pode agir 


[ TABELA 6-9 | 

Efeitos de inibidores reversiveis na 
e no/(^aparente 

aparente 


Tipo de inibidor 

•'max aparente 

aparente 

Sem inibidor 

Fnax 

K 

Competitivo 

V - 

max 

aK^ 

Incompetitivo 


KJa' 

Misto 


aKJa 
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como um inibidor misto ou incompetitivo de S^. 0 padrao 
real de inibigao observado dependera do quanto os eventos 
de ligagao de e Sg forem ordenados ou aleatorios. Assim, 
a ordem de ligagao dos substrates e a ordem com que os 
produtos deixam o sitio ativo podem ser determinadas. Ge- 
ralmente, o use de um dos produtos da reagao como inibi¬ 
dor e muito informative. Se apenas um dos dois produtos 
da reagao estiver presente, a reagao inversa nao ocorre. 
Entretanto, um produto geralmente liga-se a alguma parte 
do sitio ativo, agindo como um inibidor. Os enzimologistas 
podem fazer estudos cineticos elaborados envolvendo dife- 
rentes combinagoes e quantidades de produtos e inibidores 
de mode a obterem um quadro detalhado do mecanismo de 
uma reagao bissubstrato. 

PROBLEMA RESOLVIDO 6-3 Efeito de inibidores sobre 

Pesquisadores trabalhando com a enzima “felicidase” (ver 
Problemas Resolvidos 6-1 e 6-2, p. 205, 206) descobriram 
que o composto ESTRESSE e um potente inibidor compe¬ 
titive da felicidase. A presenga de ESTRESSE 1 um aumen- 
ta o valor do medido da TRISTEZA por um fator de 2. 
Quais sao os valores de a e a' nessas condigoes? 

Solu^ao: Relembre que o aparente, o medido na pre¬ 
senga de um inibidor competitive, e definido como aK^. 
Uma vez que o para TRISTEZA aumenta por um fator de 
2 na presenga de ESTRESSE 1 um, o valor de a deve ser 2. 0 
valor de a' para um inibidor competitive, por definigao, e 1. 


Inibi^ao irreversivel. Os inibidores irreversiveis ligam-se 
covalentemente com ou destroem um grupo funcional da 
enzima essencial a atividade da enzima ou entao formam 
uma associagao nao covalente estavel. A formagao de uma 
ligagao covalente entre um inibidor irreversivel e uma enzi¬ 
ma e uma possibilidade. Os inibidores irreversiveis consti- 
tuem-se em outra ferramenta util para estudar mecanismos 
de reagao. Algumas vezes, e possivel identificar aminoaci- 
dos com fungoes-chave no sitio ativo determinando quais 
residues de aminoacidos se ligam covalentemente ao inibi¬ 
dor depois que a enzima e inativada. Um exemplo esta mos- 
trado na Figura 6-16. 

Uma classe especial de inibidores irreversiveis e forma- 
da pelos inativadores suicidas. Esses compostos sao re- 
lativamente nao reativos ate que se liguem ao sitio ativo de 
uma enzima especifica. Um inativador suicida passa pelas 
primeiras etapas quimicas de uma reagao enzimatica, mas 
em vez de ser transformado no produto normal, e converti- 
do em um composto muito reativo que se combina irrever- 
sivelmente com a enzima. Esses compostos tambem sao de- 
nominados inativadores com base no mecanismo, pois 
sequestram o mecanismo normal da reagao para inativar a 
enzima. Os inativadores suicidas desempenham um papel 
significativo no planejamento racional defdrmacos, uma 
abordagem moderna com base no conhecimento dos subs- 
tratos e dos mecanismos de reagao e usada pelos quimicos 
para sintetizar novos agentes farmaceuticos. Um inativador 
suicida bem planejado e especifico para uma unica enzima e 
permanece sem reatividade ate que se ligue no sitio ativo da 



o CB.3 


( Enzima )— CH2—O—P—O—CH 

vTV I \ 

O CH3 

I 

H3C H^CHs 

FIGURA 6-16 Inibi^ao irreversivel. A reagao da quimotripsina com di- 
-isopropilfluorofosfato (DIFP), que modifica a Ser^^) inibe a enzima irreversi- 
velmente. Isso levou a conclusao de que a Ser^^^ e o residue de serina chave 
na quimotripsina. 


enzima, de forma que os medicamentos desenvoMdos por 
meio dessa abordagem podem ter uma vantagem significa- 
tiva devido aos poucos efeitos colaterais (ver Quadro 6-3). 
Alguns exemplos de inibidores de importancia medica estao 
descritos no final da Segao 6.4. 

Um inibidor irreversivel nao pode se ligar covalentemen¬ 
te a enzima. Ligagao nao covalente e suficiente, caso essa 
ligagao for tao forte que 0 inibidor so se dissociara raramen- 
te. Como e que um inibidor que se ligue fortemente pode 
ser desenvolvido? Inicialmente, e importante lembrar que as 
enzimas evoluiram de modo a se ligarem mais firmemente 
ao estado de transigao das reagoes que catalisam. Em prin- 
cipio, se alguem puder planejar uma molecula que se parega 
com 0 estado de transigao da reagao, essa molecula se ligara 
fortemente a enzima. Mesmo que os estados de transigao 
nao possam ser observados diretamente, quimicos geral¬ 
mente podem predizer a estrutura aproximada do estado de 
transigao com base no acumulo do conhecimento sobre os 
mecanismos da reagao. 0 estado de transigao e, por defini¬ 
gao, transitorio e tao instavel que e impossivel medir direta¬ 
mente as interagoes de ligagao entre essa especie e a enzi¬ 
ma. Em alguns cases, porem, e possivel planejar moleculas 
estaveis que se assemelhem aos estados de transigao. Essas 
moleculas sao denominadas de analogos do estado de 
transigao. Elas ligam-se a enzima mais fortemente do que 0 
substrate no complexo ES porque elas se encaixam melhor 
no sitio ativo (i.e., formam um numero maior de interagoes 
fracas) do que 0 proprio substrate. A ideia de analogos ao 
estado de transigao foi proposta por Pauling na decada de 
1940 e vem sendo explorada usando algumas enzimas. Por 
exemplo, analogos ao estado de transigao planejados para 
inibir a aldolase, enzima da via glicolitica, ligam-se a enzi¬ 
ma com mais de quatro ordens de magnitude de firmeza do 
que os substrates (Figura 6-17). Esses experimentos tern 
a limitagao que um analogo ao estado de transigao nao pode 
mimetizar perfeitamente um estado de transigao. Alguns 
analogos, entretanto, ligam-se a enzima-alvo de 10^ a 10^ 
vezes mais fortemente que 0 substrate normal, fornecendo 
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^ MEDICINA 


Cura da doen^a do sono com urn cavalo deTroia bioquimico 


A doenga do sono, on tripanossomiase africana, e causada 
por protistas (eucarionte unicelular) denominados de tri- 
panossomos (Figura Q-1). Esta doenga (e outras doengas 
causadas por tripanossomos) tern importancia medica e 
economica em muitos paises em desenvoMmento. Ate o 
recente seculo XX a doenga era praticamente incuravel. 
Vacinas eram ineficazes devido ao inusitado mecanismo 
de evasao ao sistema imune do hospedeiro. 

A camada que reveste as celulas dos tripanossomos e 
coberta por uma unica proteina que constitui o antigeno 
ao qual o sistema imune responde. Entretanto, por meio 
de um processo de recombinagao genetica (ver Tabela 
28-1) a intervales frequentes algumas celulas da popula- 
gao de tripanossomos infectantes mudam para uma nova 
proteina de revestimento a qual nao e reconhecida pelo 
sistema imune. Esse processo de “mudanga de revesti¬ 
mento” pode ocorrer centenas de vezes ao longo do tem¬ 
po. 0 resultado e uma infecgao cronica ciclica: a pessoa 
acometida tern febre que persiste enquanto o sistema 
imune ataca a primeira infecgao; os tripanosomos com o 
revestimento alterado tornam-se a semente de uma se- 
gunda infecgao e a febre volta. Esse ciclo pode se repetir 
por semanas e a pessoa enfraquece e pode vir a falecer. 

Algumas das abordagens atuais para tratar a doenga 
do sono baseiam-se no conhecimento da enzimologia e do 
metabolismo. Ao menos uma dessas abordagens envolve 
agentes farmaceuticos planejados como inibidores que 
atuam no mecanismo de inativadores de enzimas (inati- 
vadores suicidas). Um ponto vulneravel do metabolismo 
dos tripanossomatideos e a via de biossintese de poliami- 
nas. As poliaminas espermina e espermidina, com papel na 
compactagao do DNA, sao necessarias em grandes quanti- 
dades por celulas em rapido crescimento. A primeira eta- 
pa da sintese dessas poliaminas e catalisada pela ornitina- 
-descarboxilase, enzima que para funcionar necessita de 
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FIGURA Q-1 Trypanosoma brucei rhodesiense, um dos varies tripanosso¬ 
matideos que causam a doenqa do sono africana. 


uma coenzima denominada de piridoxal fosfato. 0 pirido- 
xal fosfato (PEP), derivado da vitamina Bg, faz uma ligagao 
covalente ao aminoacido substrato da reagao em que esta 
envoMdo e age como um aceptor de eletrons, facilitando 
um grande numero de reagoes (ver Figura 22-32). Nas ce¬ 
lulas de mamifero, a ornitina-descarboxilase tern um alto 
turnover, isto e, ciclos de degradagao e sintese da enzima. 
Em alguns tripanossomatideos, porem, a enzima, por ra¬ 
zees nao bem conhecidas, e estavel. Ela nao e substitui- 
da por novas enzimas recem-sintetizadas. Um inibidor da 
ornitina-descarboxilase que se ligue permanentemente a 
enzima teria pouco efeito sobre as celulas humanas, ja que 
elas repoem rapidamente a enzima inativada, mas teria um 
efeito adverse ao parasita. 

As primeiras etapas da reagao normalmente catalisa¬ 
da pela ornitina-descarboxilase estao mostradas na Figu¬ 
ra Q-2. Uma vez liberado o COg, o movimento de eletrons 
e revertido e a putrescina e produzida (ver Figura 22-32). 

(Continua na proxima pdgina) 
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FIGURA Q-2 Mecanismo da reaqao da ornitina-descarboxilase. 
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lUIMUKi 


MEDICINA 


Cura da doen^a do sono com urn cavalo deTroia bioquimico (Continua^ao) 


Com base nesse mecanismo, foram planejados varios ina- 
tivadores suicidas, um deles e a difluorometilornitina 
(DFMO). A DFMO e relativamente inerte em solugao. 
Quando ela liga-se a ornitina-descarboxilase, a enzima 
e rapidamente inativada (Figura Q-3). 0 inibidor age 
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FIGURA Q-3 Inibigao da ornitina-descarboxilase por DFMO. 


proporcionando uma nova alternativa para receber os 
eletrons na forma dos dois atomos de Mor estrategica- 
mente posicionados, que sao excelentes grupos de saida. 
Em vez de fazer os eletrons se moverem para o anel da 
estrutura do PLP, a reagao leva a liberagao de um atomo 
de Mor. 0 S- de um residue de cisteina do sitio ativo for¬ 
ma entao um complexo covalente com aduto altamente 
reativo do inibidor da PLP, uma reagao essencialmente 
irreversivel. Dessa maneira, o inibidor faz o proprio me¬ 
canismo de agao enzimatica matar a enzima. 

DFMO mostrou-se altamente eficaz contra a doenga 
do sono em testes clinicos e agora e utilizado para tra- 
tar a doenga do sono causada por Trypanosoma hrucei 
gambiense. Abordagens como essa se revelam muito 
promissoras para tratar uma vasta gama de doengas. 0 
planejamento de farmacos com base no mecanismo e na 
estrutura de enzimas pode complementar a metodologia 
tradicional de tentativa e erro no desenvolvimento de no- 
vos agentes farmaceuticos. 


Enzima ) — Cys-S H 


H2N-(CH2)3-C 
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Emperrado! 


N CH3 
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excelente evidencia de que os sitios ativos das enzimas sao 
realmente complementares aos estados de transigao. 0 con- 
ceito de analogo ao estado de transigao e importante para 
planejar novos farmacos. Como sera visto adiante, os pode- 
rosos farmacos anti-HIV denominados de inibidores de pro¬ 
teases foram planejados, em parte, como analogos do estado 
de transigao que se ligam fortemente. 

A atividade enzimatica depende do pH 

As enzimas tern um pH (on uma faixa de pH) otimo no qual 
a atividade catalitica e maxima (Figura 6-18); a atividade 
decresce em pH maior on menor. Isso nM surpreende. As 
cadeias laterais dos aminoacidos do sitio ativo podem fun- 
cionar como acidos on bases fracas em fungoes criticas que 
dependem da manutengao de certo estado de ionizagao, e 
em outras partes da proteina as cadeias laterais ionizaveis 


podem ter uma participagao essencial nas interagoes que 
mantem a estrutura proteica. A remogao de um proton de 
um residue de His, por exemplo, pode eliminar uma intera- 
gao ionica essencial na estabilizagao da conformagao ativa 
da enzima. Uma causa menos comum para a sensibilidade de 
uma enzima ao pH e a titulagao de um grupo no substrate. 

A faixa de pH na qual uma enzima sofre mudanga na ati¬ 
vidade pode fornecer uma pista para 0 tipo de residue de 
aminoacido envolvido (ver Tabela 3-1). Uma mudanga de 
atividade proxima a pH 7,0, por exemplo, geralmente reflete 
a titulagao de um residue de His. Contudo, os efeitos do pH 
devem ser interpretados com cautela. No ambiente altamen¬ 
te compact 0 e confinado das proteinas, os valores de piC^ das 
cadeias laterais das proteinas podem estar alterados de mode 
significative. Por exemplo, uma carga positiva que esteja pro¬ 
xima pode diminuir 0 piC^ de um residue de Lys, e uma carga 
negativa nas proximidades pode aumenta-lo. Algumas vezes 
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FIGURA 6-18 Perfil de atividade em fun^ao do pH de duas enzimas. 

As curvas foram construidas a partir de medidas das velocidades iniciais, e as 
reapoes foram feitas em tampoes com pH diferentes. Uma vez que a escala 
de pH e logaritmica e representa mudanpas de 10 vezes na [H^], as mudan- 
pas em \/q tambem estao representadas no grafico em escala logaritmica. 
0 pH otimo para a atividade de uma enzima geralmente e proximo ao pH 
do ambiente no qual a enzima costuma ser encontrada. A pepsina, peptida¬ 
se encontrada no estomago, tern pH otimo de cerca de 1,6. 0 pH do suco 
gastrico situa-se entre 1 e 2. A glicose-6-fosfatase dos hepatocitos (celulas 
do figado), com pH otimo de cerca de 7,8, e responsavel pela liberapao de 
glicose na corrente sanguinea. 0 pH normal do citosol dos hepatocitos e de 
cerca de 7,2. 


® —O O OH 
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HaC —C —CH2 
Di-hidroxiacetonafosfato 

FIGURA 6-17 Analogo do estado de transi^ao. Na glicolise, uma al¬ 
dolase de classe II (encontrada em bacterias e fungos) catalisa a quebra da 
frutose 1,6-bifosfato, formando gliceraldeido-3-fosfato e fosfato de di-hidro- 
xiacetona (ver Figura 14-16 para urn exempio de aldolase de classe I, encon¬ 
trada em animals e plantas superiores). A reapao ocorre como o reverse de 
urn mecanismo do tipo de condensapao aldolica. 0 composto fosfoglicolo- 
-hidroxamato assemelha-se ao estado de transipao do enodiolato proposto 
e liga-se a enzima aproximadamente 10.000 vezes melhor que o produto 
di-hidroxiacetonafosfato. 

esses efeitos resultant em um valor de desviado varias 
ordens de grandeza do valor quando 0 aminoacido esta livre. 
Por exempio, na enzima acetoacetato-descarboxilase, devido 
aos efeitos eletrostaticos das cargas positivas presentes nas 
proximidades de um residue de Lys, esse residue de Lys tern 
pZ^ de 6,6 (comparado com 10,5 na lisina livre). 

RESUMO 6.3 A cinetica enzimatica como abordagem a 
compreensao do mecanismo 

► A maioria das enzimas tern algumas propriedades cineti- 
cas em comum. Quando o substrate e adicionado a uma 
enzima, a reagao rapidamente atinge um estado esta- 
cionario no qual a velocidade pela qual o complexo ES 
se forma e compensada pela velocidade pela qual ES se 
decompoe. Em concentragao fixa de enzima, a medida 
que a [S] aumenta, a atividade do estado estacionario 
aumenta de maneira hiperbolica ate se aproximar de 
uma velocidade maxima caracteristica, 14 ,^, na qual, es- 
sencialmente, toda a enzima esta na forma de um com¬ 
plexo com o substrate. 


► A concentragao de substrate que resulta em uma velo¬ 
cidade de reagao igual a metade da e a constante 
de Michaelis, Z^, que e caracteristica para cada enzima 
agindo sobre determinado substrate. A equagao de Mi- 
chaelis-Menten 

,, _ ^max[S] 

“ - + |S| 

relaciona a velocidade inicial com [S] e por meio da 
constante Z^. A cinetica de Michaelis-Menten tambem e 
denominada cinetica do estado estacionario. 

► K^e tern significados diferentes para diferentes 
enzimas. A velocidade limitante de uma reagao cata- 
lisada por uma enzima, quando saturada, e descrita 
pela constante o numero de renovagao. A relagao 
/Cca/Z^ fornece uma boa medida da eficiencia catalitica. 
A equagao de Michaelis-Menten tambem e aplicavel a 
reagoes de bissubstrato, nas quais ocorrem etapas com 
um complexo ternario, ou pingue-pongue (desloca- 
mento duplo). 

► A inibigao reversivel de uma enzima pode ser compe- 
titiva, incompetitiva ou mista. Inibidores competitivos 
competem com o substrato para se ligarem reversivel- 
mente ao sitio ativo, mas nao sao transformados pela en¬ 
zima. Inibidores incompetitivos ligam-se apenas ao com¬ 
plexo ES, em um sitio diferente do sitio ativo. Inibidores 
mist os ligam-se tanto a E quanto a ES, novamente em 
um sitio distinto do sitio ativo. Na inibigao irreversivel, o 
inibidor liga-se permanentemente ao sitio ativo pela for- 
magao de uma ligagao covalente ou por uma interagao 
nao covalente muito estavel. 

► Cada enzima tern um pH otimo (ou um intervalo de pH), 
no qual a atividade e maxima. 
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6.4 Exemplos de reaves enzimaticas 

Ate agora o foco foi dirigido aos principios gerais da catalise 
e a introdugao de alguns dos parametros cineticos usados 
para descrever a agao das enzimas. Agora a discussao sera 
centrada em alguns exemplos de mecanismos especificos 
de reagoes enzimaticas. 

A compreensao dos mecanismos completos da agao 
de enzimas purificadas requer a identificagao de todos os 
substratos, cofatores, produtos e reguladores. Sobretudo, 
necessita do conhecimento (1) da sequencia temporal na 
qual sao formados os intermediarios ligados a enzima, (2) 
da estrutura de cada intermediario e de cada estado de 
transigao, (3) das velocidades da interconversao entre os 
intermediarios, (4) da relagao entre a estrutura da enzima 
e de cada intermediario e (5) da contribuigao energetica de 
todos os grupos reagentes que interagem com os comple- 
xos intermediarios e com os estados de transigao. Entao, 
provavelmente nao ha enzima da qual se tenha um conheci¬ 
mento que englobe todos esses requisites. 

A seguir, serao apresentados os mecanismos de quatro 
enzimas: quimotripsina, hexocinase, enolase e lisozima. 
Esses exemplos nao foram escolhidos para cobrir todas as 
classes possiveis da quimica enzimatica. Foram escolhidos, 
em parte, porque estao entre as enzimas sobre as quais mais 
se conhece e, em parte, porque ilustram com clareza alguns 
dos principios gerais resumidos neste capitulo. A discussao 
se concentrara em principios selecionados, juntamente com 
alguns experimentos-chave que contribuiram para estabe- 
lecer estes principios. 0 exemplo da quimotripsina servira 
para revisar a convengao usada para descrever os meca¬ 
nismos enzimaticos. Necessariamente, muitos detalhes dos 
mecanismos e das evidencias experimentais estao omitidos. 
Apenas um livro nao poderia documentar por completo a 
rica historia dos experimentos realizados com essas enzi¬ 
mas. Ainda, a contribuigao especial das coenzimas para a 
atividade catalitica de muitas enzimas sera vista apenas bre- 
vemente. As fungoes das coenzimas sao quimicamente va- 
riadas e cada coenzima esta descrita em detalhes na Parte II. 

0 mecanismo da quimotripsina envolve a acila^o e a 
desacila^o de um residue de serina 

A quimotripsina pancreatica bovina 25.191) e uma pro¬ 
tease, enzima que catalisa a hidrolise de ligagoes peptidicas. 
Essa protease e especifica para ligagoes peptidicas adjacen- 
tes a residues de aminoacidos aromaticos (Trp, Phe, Tyr). 
A estrutura tridimensional da quimotripsina esta mostrada 
na Figura 6-19, enfatizando os grupos funcionais do sitio 
ativo. A reagao catalisada por essa enzima e ilustrativa dos 
principios da estabilizagao do estado de transigao e tambem 
da um exemplo classico de catalise acidobasica e de catalise 
covalente. 

A quimotripsina aumenta a velocidade da hidrolise da 
ligagao peptidica por um fator de no minimo 10^. Ela nao 
catalisa um ataque direto da agua a ligagao peptidica; em 
vez disso, forma-se um intermediario acil-enzima covalente 
e transitorio. Assim a reagao tern duas fases distintas. Na 
fase de acilagao, a ligagao peptidica e rompida e ha a for- 
magao de uma ligagao ester entre o atomo de carbono da 
carbonila da ligagao peptidica e a enzima. Na fase de desa- 



FIGURA6-19 Estrutura da quimotripsina. (PDB 1D 7GCH) (a) Represen- 
tapao da estrutura primaria, mostrando as ligapoes dissulfeto e os residues 
de aminoacidos cruciais para a catalise. A proteina consiste em tres cadeias 
polipeptidicas ligadas por ligapoes dissulfeto. (A numerapao dos residues na 
quimotripsina, com ausencia dos residues 14, 15, 147 e 148, esta explicada 
na Figura 6-38.) Os residues de aminoacidos do sitio ativo ficam agrupados 
na estrutura tridimensional, (b) Esquema da enzima enfatizando sua superfi- 
cie. 0 bolsao hidrofobico ao qual as cadeias laterais dos aminoacidos aroma¬ 
ticos do substrate se ligam esta mostrado em amarelo. Residuos-chave para 
o sitio ativo, incluindo Ser^^) His^^ e Asp^°^, estao em vermelho. Os papeis 
desses residues na catalise estao ilustrados na Figura 6-22. (c) 0 esqueleto 
polipeptidico da estrutura esta representado na forma de fita. As ligapoes 
dissulfeto estao em amarelo; as tres cadeias estao coloridas como em (a), 
(d) Visao ampliada do sitio ativo da enzima com o substrate (branco e ama¬ 
relo) ligado. 0 grupo hidroxila da Ser^^^ ataca o grupo carbonil do substrate 
(os oxigenios estao em vermelho). A carga negativa que se desenvolve nos 
oxigenios e estabilizada pelo bolsao do oxianion (nitrogenios das amidas da 
Ser^^^ e da Gly^^^ estao em azul), como explicado na Figura 6-22. As cadeias 
laterais dos aminoacidos aromaticos do substrate (amarelo) encaixam-se no 
bolsao hidrofobico. 0 nitrogenio da amida da ligapao peptidica a ser clivada 
(protuberante em relapao ao observador e projetando-se para o resto da ca- 
deia do substrate polipeptidico) esta em branco. 


cilagao, a ligagao ester e hidrolisada e a enzima nao acilada 
e regenerada. 

A primeira evidencia de nm intermediario acil-enzima 
covalente veio da aplicagao classica da cinetica de estado 
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pre-estacionmo. Alem da sua agao sobre peptideos, a qui- 
motripsina tambem catalisa a hidrolise de pequenos este- 
res e amidas. Essas reagoes sao muito mais lentas que a 
hidrolise de peptideos porque, no caso de substrates pe¬ 
quenos, menos energia de ligagao esta disponivel, e assim 
essas reagoes sao mais faceis de estudar. Investigagoes rea- 
lizadas por B.S. Hartley e B.A. Kilby em 1954 revelaram 
que a hidrolise do ester p-nitrofenilacetato pela tripsina, 
medida pela liberagao de p-nitrofenol, ocorre com uma 
fase de explosao rapida inicial antes de nivelar a uma velo- 
cidade menor (Figura 6-20). Extrapolando para o tempo 
zero, eles concluiram que a fase explosiva correspondia 
justamente a liberagao de uma molecula de p-nitrofenol 
por molecula de enzima presente. Hartley e Kilby sugeri- 
ram que isso seria o reflexo da rapida acilagao de todas as 
moleculas de enzima (com a liberagao de p-nitrofenol) e 
a velocidade de renovagao do ciclo de catalise da enzima 
sendo limitada por uma etapa de desacilagao lenta. Des- 
de entao, resultados semelhantes foram encontrados para 
muitas outras enzimas. A observagao da fase explosiva for- 
nece outro exemplo do uso da cinetica para separar uma 
reagao em suas etapas constituintes. 

Outras caracteristicas do mecanismo da quimotripsina 
foram descobertas pela analise da dependencia da reagao ao 
pH. A relagao entre a velocidade da reagao catalisada pela 




CH3—C—OH H2O 

Acido acetico 

FIGURA 6-20 Evidencia de um intermediario acil-enzima fornecida 
pela cinetica do estado pre-estacionario. A hidrolise de p-nitrofenilace¬ 
tato pela quimotripsina e medida pela liberagao de p-nitrofenol (um produto 
colorido). Inicialmente, a reagao libera p-nitrofenol de maneira muito rapida e 
proxima da estequiometria com a quantidade da enzima presente. Isso reflete a 
rapida fase de acilagao da enzima. A velocidade subsequente e menor porque 
a renovagao da enzima e limitada pela baixa velocidade da fase de desacilagao. 


quimotripsina e a variagao do pH mostra um perfil em forma 
de sino (Figura 6-21). As velocidades mostradas no grafi- 
co da Figura 6-2la sao obtidas em baixas (subsaturantes) 
concentragoes de substrate e, portanto, representam k^JK^ 
(ver Equagao 6-27, p. 205). Uma analise mais completa das 
velocidades a diferentes concentragoes de substrate em 
cada pH permite que o pesquisador determine a contribui- 
gao individual dos termos e(Figura 6-2lb). Depois de 
obter o valor de em cada valor de pH, os pesquisadores 
podem fazer um grafico usando os dados de l/K^ (Figura 
6-2 Ic). Analises cineticas e estruturais revelaram que as 
mudangas no k^^^ refletem o estado de ionizagao da His^^. 
A diminuigao no k ^ que ocorre em pH baixo e resultado da 
protonagao da His^^ (assim ela nao pode tirar um proton da 
Ser^^^ na etapa @ da reagao; ver Figura 6-22). Essa redu- 
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pH 


FIGURA 6-21 A dependencia de pH da reagao catalisada pela quimo- 
tripsina. (a) As relagoes entre velocidades da clivagem catalisada pela qui¬ 
motripsina e o pH produzem uma curva de velocidade com um perfil na for¬ 
ma de sino e com um pH otimo de 8,0. A velocidade (v) colocada no grafico e 
a velocidade em baixas concentragoes de substrate e, assim, reflete o termo 
0 grafico pode ser entao separado nos seus componentes por meio 
de metodos cineticos que determinam os termos e separadamente 
em cada pH. Quando isso e feito (b e c), fica claro que a transigao logo acima 
de pH 7,0 deve-se a mudangas no ao passo que a transigao acima de pH 
8,5 deve-se a mudangas em ]/K^. Estudos cineticos e estruturais mostraram 
que a transigao ilustrada em (b) e (c) reflete os estados de ionizagao da ca- 
deia lateral da His^^ (quando o substrato nao esta ligado) e o grupo a-amino 
da lle^^ (o amino terminal da cadeia B), respectivamente. Para uma atividade 
otima, a His^^ deve estar desprotonada e a lle^^ deve estar protonada. 
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Como interpretar mecanismos de reaves - Reavivar a memoria 


Os mecanismos das reagoes quimicas, que rastreiam a 
formagao e a quebra de ligagoes covalentes, sao apre- 
sentados com pontos e flechas curvas, uma convengao 
informalmente conhecida como "empurrao de eletrons". 
Uma ligagao covalente consiste em urn par de eletrons 
compartilhado. Eletrons nao pertencentes a ligagao e 
importantes para o mecanismo de reagao sao represen- 
tados por pontos (-OH). Setas curvas representam 
o movimento dos pares de eletrons. Para o movimento 
de apenas urn eletron (como no caso da reagao de urn 
radical livre) usa-se uma flecha com so uma ponta (tipo 
anzol) (^). A maioria das reagoes envolve urn par 
de eletrons (como no mecanismo da quimotripsina). 

Alguns atomos sao mais eletronegativos que outros, 
isto e, eles atraem eletrons mais fortemente. As eletro- 
negatividades relativas dos atomos encontrados neste 
texto sao Fe > O > N > C~S > P~H. Por exempio, o 
compartilhamento dos dois pares de eletrons que formam 
a ligagao do grupo C=0 (carbonil) nao e equitativo; o 
carbono e relativamente eletron-deficiente, pois o oxigenio 
atrai mais os eletrons. Muitas reagoes envolvem a reagao 
de urn atomo rico em eletrons (nucleofilo) com urn atomo 
eletron-deficiente (eletrofilo). Alguns dos nucleofilos e 
eletrofilos mais comuns na bioquimica estao listados a 
direita. 

Geralmente, o mecanismo de uma reagao inicia-se em 
urn par de eletrons nao compartilhados de urn nucleofilo. 
Nos diagramas de mecanismos, a flecha que mostra o 
empurrao de eletrons comega perto dos pontos que 
indicam o par de eletrons e aponta diretamente para o 
centro eletrofilico que e atacado. Quando o par de eletrons 
nao compartilhados confere uma carga negativa formal ao 
nucleofilo, o proprio simbolo de carga negativa pode 
representar o par de eletrons nao compartilhado e serve de 
inicio para a flecha. No mecanismo da quimotripsina, o par 
de eletrons nucleofilicos do complexo ES entre as etapas O 
e 0 e fornecido pelo oxigenio do grupo hidroxila da Ser^^^ 

O comego da flecha curva e nesse par de eletrons (2 das 8 
Valencias de eletrons do oxigenio da hidroxila). O centro 
eletrofilico sob ataque e o carbono carbonilico da ligagao 
peptidica a ser clivada. Os atomos de C, O e N tern urn 
maximo de 8 eletrons de Valencia, e o H tern urn maximo de 
2. Esses atomos, ocasionalmente, sao encontrados em urn 
estado instavel com urn numero menor de eletrons que o 
maximo possivel, mas C, O e N nao podem ter mais do que 
8. Entao, quando urn par de eletrons da Ser^^^ da tripsina 
ataca o carbono do carbonil do substrato, urn par de 
eletrons e deslocado da camada de Valencia do carbono 
(nao pode haver carbono com 5 ligagoes!). Esses eletrons 
movem-se na diregao do oxigenio do carbonil que e mais 
eletronegativo. O oxigenio tern 8 eletrons de Valencia, tanto 
antes como no final desse processo quimico, mas o numero 
de eletrons compartilhado com o carbono e reduzido de 4 
para 2, e o oxigenio do carbonil adquire uma carga 
negativa. Na etapa seguinte, o par de eletrons que confere 
carga negativa ao oxigenio retorna para formar novamente 
a ligagao com o carbono e reestabelecer a ligagao carboni- 
lica. Novamente, urn par de eletrons deve ser deslocado do 
carbono, e agora esse par e o par de eletrons compartilhado 
com o grupo amino da ligagao peptidica. Isso quebra a 
ligagao peptidica. As etapas seguintes adotam urn padrao 
semelhante. 


Quimotripsina (enzima livre) 


Quando ocorre a liga^ao de um substrato, 
a cadeia lateral do residuo adjacente a 
liga^ao peptidica a ser clivada aninha-se 
no bolsao hidrofobico da enzima, posicio- 
nando a liga^ao peptidica para o ataque. 
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Complexo 

ES 


A intera^ao entre a Ser e a His origina um ion alco- 
xido fortemente nucleofilico na Ser^^^; o ion ataca o 
grupo carbonil peptidico, formando uma acil-enzinna 
tetraedrica. Isso e aconnpanhado pela fornna^ao de 

unna carga negativa 
de vida curta no oxi- 
geniodo carbonil do 
substrato, que e esta- 
bilizado pela liga^ao 
de hidrogenio no 
bolsao do oxianion. 


0 


H 



Glyi" 


Intermediario* 
de vida curta 

(acila^ao) 


R3 O 

I II 

AA—CH—C 
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HN 


A instabilidade da carga negativa no oxigenio do 
carbonil do substrato leva ao colapso do interme- 
diario tetraedrico; a forma^ao novamente de liga- 
^ao dupla com o carbono desloca a liga^ao entre o 
carbonoeo grupo 
amino da liga^ao 
peptidica. O grupo 
amino de saida e 
protonado pela 
His^Vacilitando o 
seu deslocamento. 




His^^ 


H 


G 


HN—CH—C—AA 


\ 

C-C-n 

H C\ 

O ' HN Seri95 
H ^ 


MECANISMO-FIGURA 6-22 Hidrolise de uma liga^ao peptidica pela quimotripsina. A reagao 
tern duas fases. Na fase de acilagao (etapas O a O), a formapao de um intermediario covalente acil- 
-enzima e acoplada a clivagem da ligapao peptidica. Na fase de desacilapao (etapas © a O), a desaci- 
lapao regenera a enzima livre. Isso e essencialmente o reverso da fase de acilapao, com a agua tendo, 
no sentido oposto, o papel do componente amino do substrato. ^ Mecanismo da quimotripsina 


*0 intermediario tetraedrico na reapao da quimotripsina e o segundo intermediario formado pos- 
teriormente algumas vezes sao chamados de estados de transipao, o que pode gerar confusao. Um 
intermediario e qualquer especie quimica com um tempo de vida finite,"tempo de vida"sendo defini- 
do como um tempo maior do que o tempo da vibrapao molecular segundos). Um estadode 

transi(;ao e simplesmente a especie de maior energia formada durante a coordenada da reapao, nao 
tendo um tempo de vida finite. Os intermediaries tetraedricos formados na reapao da quimotripsina 
lembram perfeitamente, tanto energetica como estruturalmente, os estados de transipao que levam 
a sua formapao e rompimento. Entretanto, o intermediario representa um estagio de comprometi- 
mento com a formapao da ligapao, enquanto o estado de transipao e parte do processo da reapao. No 
case da quimotripsina, devido a estreita relapao entre o intermediario e o verdadeiro estado de tran¬ 
sipao, a diferenciapao entre eles normalmente e desconsiderada. Alem disso, a interapao do oxigenio 
negativamente carregado com os nitrogenios da amida no bolsao do oxianion, geralmente conside- 
rado como estabilizapao do estado de transipao, tambem serve para estabilizar o intermediario. Nem 
todos os intermediaries tern uma vida tao curta para parecer um estado de transipao. 0 intermediario 
acil-enzima da quimotripsina e muito mais estavel e mais facilmente detectado e estudado, nao deve 
ser confundido com o estado de transipao. 
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A molecula de agua que 
entra e desprotonada por 
catalise basica geral, 
gerando um ion hidroxido 
fortemente nucleofilico. 

O ataque do hidroxido a 
ligapao ester da acil-enzima 
gera um segundo interme¬ 
diario tetraedrico, e o oxi¬ 
genio no bolsao do oxianion 
novamente adquire uma 
carga negativa. 


O colapso do intermediario tetraedrico 
forma o segundo produto, um anion 
carboxilato, e desloca a Ser^®^ 
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gao na velocidade ilustra a importancia da catalise geral aci- 
dobasica no mecanismo da quimotripsina. As mudangas no 
termo 1/A^ refletem a ionizagao do grnpo a-amino da Ile^® 
(na extremidade aminoterminal de uma das ties cadeias po- 
lipeptidicas da quimotripsina). Esse grnpo forma uma ponte 
salina com o Asp^^^, o que estabiliza a conformagao ativa da 
enzima. Quando esse grnpo perde sen proton em pH alto, 
a ponte salina e eliminada e a mudanga conformacional fe- 
cha o bolsao hidrofobico onde a cadeia lateral do aminoacido 
aromatico do substrato se encaixa (Figura 6-19). Os subs- 
tratos ja nao podem mais se ligar de modo apropriado, o que 
e medido cineticamente pelo aumento no K^. 

Como pode ser visto na Figura 6-22, o nucleofilo da 
fase de acilagao e o oxigenio da Ser^^^. (Proteases com um 
residuo de serina desempenhando esse papel no mecanis¬ 
mo de reagao sao denominadas serino-proteases.) 0 piC^ 
do grupo hidroxila da Ser geralmente e muito alto para 
que, em pH fisiologico, a forma nao protonada esteja pre¬ 
sente em concentragoes significativas. Entretanto, na qui¬ 
motripsina, a Ser^®^ esta associada a His^^ e Asp^°^ por meio 
de uma rede de ligagoes de hidrogenio conhecida como 
triade catalitica. Quando um substrato peptidico liga-se 
a quimotripsina, uma mudanga sutil na conformagao corn- 
prime a ligagao de hidrogenio entre His^^ e Asp^°^, o que 
resulta em uma interagao mais forte, denominada ligagao 
de hidrogenio de baixa barreira. Essa interagao mais forte 
aumenta o piC^ da His^^ de ~7 (no caso da histidina livre) 
para >12, possibilitando que o residuo de His atue como 
uma base geral mais forte que pode remover o proton do 
grupo hidroxila da Ser^®^. A desprotonagao evita o apare- 
cimento de uma carga positiva muito instavel na hidroxila 
da Ser^^^ e torna a cadeia lateral da Ser um nucleofilo forte. 
Nos estagios finals da reagao, a His^^ tambem age como um 
doador de proton, protonando o grupo amino que e libera- 
do (o grupo de saida) do substrato. 

A medida que o oxigenio da Ser^^^ ataca o grupo car- 
bonil do substrato, um intermediario tetraedrico* de vida 
muito curta se forma, e o oxigenio do carbonil adquire uma 
carga negativa (Figura 6-22, etapa ©). Essa carga, formada 
no interior de um bolsao da enzima denominado bolsao do 
oxianion, e estabilizada pelas ligagoes de hidrogenio forma- 
das pelos grupos amida de duas ligagoes peptidicas do es- 
queleto de carbono da quimotripsina. Uma dessas ligagoes 
de hidrogenio (formada pela Gly^^^) esta presente apenas 
nesse intermediario e no estado de transigao para sua for- 
magao e quebra. Ela reduz a energia necessaria para atingir 
esses estagios. Esse e um exemplo de uso de energia de 
ligagao para a catalise. 

0 conhecimento do mecanismo das proteases levou a 
novos tratamentos para infec^des por HIV 


pias desenvolvidas para tratar infecgoes por HIV evidencia 
isso. 0 virus da imunodeficiencia humana (HIV) e o agente 
que causa a sindrome da imunodeficiencia adquirida (Aids). 
Estima-se que no mundo todo, em 2005, de 37 a 45 milhoes 
de pessoas viviam com infecgao por HIV, com 3,9 a 6,6 mi¬ 
lhoes de novas infecgoes naquele ano e mais de 2,4 milhoes 
de obitos. A Aids apareceu inicialmente como uma epidemia 


Novos agentes farmaceuticos quase sempre sao feitos 
oara inibir alsuma enzima. 0 grande sucesso de tera- 


mundial na decada de 1980. Logo em seguida o HIV foi des- 
coberto e identificado como um retrovirus. Os retrovirus 
possuem um genoma de RNA e uma enzima, transcriptase 
reversa, que utiliza diretamente RNA para fazer a sintese de 
um DNA complementar. Os esforgos para entender o HIV e 
desenvolver terapias para a infecgao por HIV se beneficia- 
ram de decadas de pesquisa basica, tanto sobre mecanismos 
de enzimas quanto sobre as propriedades de outros retrovi¬ 
rus. Retrovirus como o HIV tern um ciclo de vida relativa- 
mente simples (ver Figura 26-32). 0 seu genoma de RNA e 
convertido em fita dupla de DNA em varias etapas catalisa- 
das pela transcriptase reversa (descrita no Capitulo 26). A 
fita dupla de DNA e inserida em um dos cromossomas do 
nucleo da celula hospedeira por uma enzima, a integrase 
(descrita no Capitulo 25). A copia do genoma viral integrada 
no cromossomo pode hear silenciosa indefinidamente. Al- 
ternativamente, ela pode ser transcrita novamente em RNA, 
0 qual pode entao ser traduzido em proteinas para formar 
novas particulas virais. A maior parte dos genes de virus e 
traduzida em grandes poliproteinas que sao quebradas pela 
protease do virus nas proteinas individuals necessarias para 
formar o virus (ver Figura 26-33). Ha apenas tres enzimas 
criticas nesse ciclo: transcriptase reversa, integrase e prote¬ 
ase. Essas enzimas constituem, portanto, os alvos de farma- 
cos mais promissores. 

Existem quatro subclasses principals de proteases. Se¬ 
rino-proteases, como a quimotripsina e a tripsina, cisteina- 
-proteases (nas quais Cys tern um papel catalitico similar 
ao da Ser no sitio ativo) formando um complexo covalente 
enzima-substrato e aspartico-proteases e metaloproteases 
que nao formam complexo covalente com o substrato. A 
protease do HIV e uma aspartico-protease. Dois residuos de 
Asp no sitio ativo facilitam um ataque direto da agua sobre 
a ligagao peptidica a ser clivada (Figura 6-23). 0 produto 
inicial do ataque da agua sobre o grupo carbonil da ligagao 
peptidica e um intermediario tetraedrico instavel, a seme- 
Ihanga do que foi visto na reagao da quimotripsina. Esse in¬ 
termediario se assemelha em estrutura e energia ao estado 
de transigao da reagao. Os farmacos que foram desenvoM- 
dos como inibidores da protease do HIV formam complexos 
nao covalentes com a enzima, mas eles se ligam a enzima 
tao fortemente que podem ser considerados como inibido¬ 
res irreversiveis. Essa ligagao tao forte deriva, em parte, 
da sua estrutura planejada para ser analoga ao estado de 
transigao. 0 sucesso desses farmacos e uma questao que 
merece ser enfatizada. Os principios cataliticos que foram 
estudados nesse capitulo nao sao simplesmente ideias abs- 
tratas a serem memorizadas: suas aplicagoes salvam vidas. 

A protease do HIV diva ligagoes peptidicas entre resi¬ 
duos de Phe e Pro com mais eficiencia. 0 sitio ativo, entao, 
tern um bolsao para ligar grupos de aminoacidos aromaticos 
proximos a ligagao a ser clivada. Estruturas de varies inibi¬ 
dores da protease do HIV estao mostradas na Figura 6-24. 
Embora parega que ha variagao entre as estruturas, todas 
elas tern uma estrutura central, uma cadeia principal com 
um grupo hidroxila posicionado proximo a uma ramifica- 
gao contendo um grupo benzil. Essa organizagao visa o gru¬ 
po benzil do bolsao de ligagao aromatico (hidrofobico). 0 
grupo benzil adjacente mimetiza o oxigenio negativamente 
carregado do intermediario tetraedrico da reagao normal, 
fornecendo um analogo do estado de transigao. 0 restan- 
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Auxiliada por catalise 
geral basica, a agua 


O intermediario 
tetraedrico colapsa, 
e o grupo amino de 
saida e protonado 
e expelido. 
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FIGURA 6-23 Mecanismo de a^ao da protease do HIV. Dois residues 
de Asp do sitio ativo (de diferentes subunidades) agem como catalisador 
geral acidobasico facilitando o ataque da agua sobre a ligaqao peptidica. 


0 intermediario tetraedrico instavel formado no curso da reagao esta som- 
breado em cor salmao. 




FIGURA 6-24 Inibidores da protease do HIV. 0 grupo hidroxila (cor-de- 
-rosa) age como analogo do estado de transigao mimetizando o intermedia¬ 
rio tetraedrico. 0 grupo benzil adjacente (azul) ajuda a posicionar o farmaco 
apropriadamente. 


te da estmtura de cada inibidor foi planejado para ligar a 
varias cavidades ao longo da enzima, reforgando a ligagao 
total. A disponibilidade desses farmacos eficazes aumentou 
enormemente o tempo e a qualidade de vida de milhoes de 
pessoas com HIV e Aids. ■ 


A hexocinase sofre urn ajuste induzido quando o 
substrate se liga 

A hexocinase de levedura (M^ 107.862) e uma enzima bis- 
substrato que catalisa a reagao reversivel 



Mg • ATP 

I Mg • ADP 

LJ. 


hexocinase 



ATP e ADP sempre se ligam as enzimas em complexo com 
o ion metalico Mg^"^. 

A hidroxila no C-6 da glicose (para onde o grupo y-fosfo- 
ril do ATP e transferido na reagao da hexocinase) e similar 
a agua em reatividade quimica, e a agua entra livremente no 
sitio ativo da enzima. Assim, a hexocinase favorece a rea¬ 
gao com a glicose por um fator de 10®. A enzima consegue 
diferenciar as moleculas de glicose e de agua devido a uma 
mudanga conformacional na enzima que acontece quando o 
substrato correto se liga ao sitio ativo (Figura 6-25). Por- 
tanto, a hexocinase e um bom exemplo de ajuste induzido. 
Na ausencia de glicose, a enzima fica na conformagao ina- 
tiva, com as cadeias laterais dos aminoacidos do sitio ati¬ 
vo fora de posigao para a reagao. Quando glicose (mas nao 
agua) e Mg • ATP se ligam, a energia de ligagao decorrente 
desta interagao induz mudanga conformacional na hexoci¬ 
nase para a forma cataliticamente ativa. 

Esse modelo foi corroborado por estudos cineticos. 0 
agucar de cinco carbonos xilose, estereoquimicamente si¬ 
milar a glicose, mas com um carbono a menos, liga-se a he¬ 
xocinase, embora em uma posigao na qual ele nao pode ser 
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(b) 



Glicose 


FIGURA 6-25 Ajuste induzido da hexocinase. (a) A hexocinase tern 
uma estrutura em forma de U (PDB ID 2YHX). (b) As extremidades aproxi- 
mam-se uma da outra em uma mudanpa conformacional induzida pela liga- 
pao de D-glicose (derivado de PDB ID 1HKG e PDB ID 1GLK). 


fosforilado. Apesar disso, a adigao de xilose a mistura de 
reagao aumenta a velocidade da hidrolise de ATR Eviden- 
temente, a ligagao da xilose e suficiente para induzir uma 
mudanga na hexocinase para a conformagao ativa, e a en- 
zima e “enganada” para fosforilar agua. A reagao da hexo¬ 
cinase tambem ilustra que a especificidade da enzima nem 
sempre e uma simples questao de ligar um composto e nao 
outro. No caso da hexocinase, a especificidade e observada 
nao para a formagao do complexo ES, mas para as veloci- 
dades relativas das etapas seguintes da catalise. A agua nao 
e excluida do sitio ativo, mas as velocidades de reagao au- 
mentam muito na presenga de um aceptor de grupo fosforil 
funcional (a glicose). 


H 


,0 


C 

I 

H—C—OH 

I 

HO—C—H 

I 

H—C—OH 

I 

CH2OH 


Xilose 


H O 

V 

I 

H—C—OH 

I 

HO—C—H 

I 

H—C—OH 

I 

H—C—OH 

I 

CHoOH 


Glicose 


0 ajuste induzido e apenas um aspecto do mecanismo 
da hexocinase. Assim como a quimotripsina, a hexocinase 
utiliza varias estrategias cataliticas. For exemplo, os resi- 
duos de aminoacidos do sitio ativo (aqueles trazidos para a 
posigao correta na mudanga conformacional decorrente da 
ligagao do substrato) participam de catalise geral acidoba- 
sica e da estabilizagao do estado de transigao. 


0 mecanismo de reagao da enolase requer a presenga 
de ions metalicos 

Outra enzima glicolitica, a enolase, catalisa a desidratagao 
reversivel de 2-fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato: 
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II I 
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Essa reagao e um exemplo do uso de um cofator enzima- 
tico, neste caso um ion metalico (um exemplo da fungao 
coenzima foi dado no Quadro 6-3). A enolase de levedura 
(M^ 93.316) e um dimero com 436 residuos de aminoaci¬ 
dos em cada subunidade. A reagao da enolase ilustra um 
tipo de catalise por ion metalico e serve de exemplo de 
catalise geral acidobasica e de estabilizagao do estado 
de transigao. A reagao ocorre em duas etapas (Figura 
6-26a). Primeiro, a Lys^^^ age como catalisador geral aci- 
dobasico, tirando um proton do C-2 do 2-fosfoglicerato. 
Entao, o Glu^^^ age como um catalisador geral acidobasi- 
co, doando um proton para o grupo de saida (—OH). 0 
proton do C-2 do fosfoglicerato nao e muito acido e, por- 
tanto, nao pode ser removido facilmente. Entretanto, no 
sitio ativo, o 2-fosfoglicerato sofre interagoes ionicas fortes 
com dois ions Mg^^ que estao ligados (Figura 6-26b), au- 
mentando fortemente a retirada de eletrons pelo carbonil. 
Em conjunto, esses efeitos fornecem aos protons em C-2 
uma acidez suficiente (baixando o piTJ de modo que um 
dos eletrons pode ser abstraido para iniciar a reagao. A 
medida que o intermediario enolato instavel se forma, os 
ions metalicos agem como um escudo que protege as duas 
cargas negativas (nos atomos de oxigenio do carbonil) que 
existem transitoriamente com muita proximidade entre si. 
Ligagoes de hidrogenio com outros residuos de aminoaci¬ 
dos do sitio ativo tambem contribuem para o mecanismo 
como um todo. As varias interagoes estabilizam efetiva- 
mente tanto o intermediario enolato quanto o estado de 
transigao que antecede a sua formagao. 


A lisozima utiliza duas reaves sucessivas de 
deslocamento nucleofilico 

A lisozima e um agente antibacteriano natural encontra- 
do em lagrimas e na clara de ovo. A lisozima da clara de 
ovo (M^ 14.296) e um monomero com 129 residuos de 
aminoacidos. Foi a primeira enzima a ter a estrutura tridi¬ 
mensional determinada, por David Phillips e colegas em 
1965. A estrutura revelou a existencia de quatro ligagoes 
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MECANISMO-FIGURA 6-26 Rea^ao de duas etapas catalisada pela 
enolase. (a) 0 mecanismo pelo qual a enolase converte 2-fosfoglicerato 
(2-PGA) em fosfoenolpiruvato. 0 grupo carboxil do 2-PGA e coordenado no 
sitio ativo por dois ions magnesio. (b) Relapoes entre o substrato, 2-PGA, com 
Lys^^^ Glu^" e os ions Mg^^ do sitio ativo da enolase. 0 nitrogenio esta mos- 
trado em azul, o fosforo em cor de laranja e os atomos de hidrogenio nao sao 
mostrados (PDBID10NE). 


dissulfeto estabilizadoras e uma fenda contendo o sitio 
ativo (Figura 6-27a). Mais de cinco decadas de inves- 
tigagoes permitiram a obtengao de um quadro detalha- 
do da estmtura e da atividade dessa enzima e tambem 
mostram uma historia interessante de como a ciencia da 
bioquimica progride. 

0 substrato da lisozima e um peptidoglicano, carboidra- 
to encontrado na parede de muitas bacterias (ver Figura 
20-30). A lisozima cliva a ligagao C—0 glicosidica (j81^4) 
(ver p. 252) entre dois tipos de residues de agucares pre- 
sentes na molecula, acido Af-acetilmuramico (Mur2Ac) e 
Af-acetilglicosamina (GlcNAc), geralmente referidos como 
NAM e NAG, respectivamente, na literatura da pesquisa em 
enzimologia (Figura 6-27b). Seis residues do peptidogli¬ 
cano onde Mur2Ac e GlcNAc se alternam ligam-se no sitio 
ativo em sitios de ligagao marcados de A a F. Foram feitos 
modelos que mostram que a cadeia lateral lactil do Mur2Ac 
nao consegue se acomodar nos sitios C e E, restringindo a 
ligagao de Mur2Ac apenas aos sitios B, D e F. Somente uma 
das ligagoes glicosidicas e clivada, a ligagao entre o residue 
de Mur2Ac no sitio Deo residue de GlcNAc no sitio E. Os 
residuos-chave de aminoacidos no sitio ativo sao Glu^^ e 
Asp^^ (Figura 6-28a). A reagao consiste em uma substitui- 
gao nucleofilica com o —OH da agua substituindo a GlcNAc 
no C-1 do Mur2Ac. 

A identificagao dos residues do sitio ativo e a dispo- 
nibilidade do conhecimento da estrutura da enzima per¬ 
mitiram entender as etapas do mecanismo de reagao na 
decada de 1960. Entretanto, evidencias definitivas de um 
mecanismo exato enganaram os investigadores por quase 
quatro decadas. Dois sao os mecanismos quimicamente 
aceitaveis que podem gerar os produtos da clivagem de 


ligagoes glicosidicas mediadas pela lisozima. Phillips e 
seus colegas propuseram um mecanismo de dissociagao 
do tipo (Figura 6-28a, a esquerda), no qual a GlcNAc 
inicialmente se dissocia na etapa ©, deixando para tras 
como intermediario um cation (um carbocation) glicosil. 
Nesse mecanismo, o grupo de saida GlcNAc e protonado 
por catalise geral acida pelo Glu^^ localizado no bolsao 
hidrofdbico que da ao seu grupo carboxilico um sur- 
preendentemente alto. 0 carbocation e estabilizado por 
ressonancia envolvendo o oxigenio do anel adjacente, as- 
sim como interagoes eletrostaticas com a carga negativa 
do Asp^^ que esta proximo. Na etapa (D, a agua ataca o C-1 
do Mur2Ac, liberando o produto. 0 mecanismo alternativo 
(Figura 6-28a, a direita) envolve duas etapas consecutivas 
de deslocamentos diretos do tipo Sj^2. Na etapa O, o Asp^^ 
ataca o C-1 do Mur2Ac deslocando GlcNAc. Do mesmo 
modo que no primeiro mecanismo, o Glu^^ age como um 
acido geral protonando o grupo de saida GlcNAc. Na etapa 
©, a agua ataca o C-1 do Mur2Ac para deslocar o Asp^^, 
gerando o produto. 

0 mecanismo de Phillips (S^^l) foi amplamente aceito 
por mais de tres decadas. Entretanto, certo grau de con- 
troversia persistiu e os testes continuaram. Algumas vezes 
o metodo cientifico avanga lentamente, sendo dificil pla- 
nejar experimentos que mostrem uma resposta definitiva. 
Alguns dos primeiros argumentos contra o mecanismo de 
Phillips eram sugestivos, mas nao completamente persua- 
sivos. Por exemplo, a meia-vida do cation glicosil proposto 
era estimada em 10”^^ segundos, apenas um pouco maior 
que a vibragao molecular, o que nao e demorado o bastante 
para as necessidades de difusao das outras moleculas. Mais 
importante ainda, a lisozima pertence a familia de enzimas 
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FIGURA6-27 Lisozimadaclaradeovoearea^aoqueelacatalisa. (a) 

Representagao da superficie da enzinna com os residuos do sitio ativo Glu^^ 
e Asp^^ representados em preto na forma de bastao e o substrate ligado 
representado em vermelho na forma de bastao (PDB 1D 1LZE). (b) Reapao 
catalisada pela lisozima da clara de ovo. Urn segmento do polimero pep¬ 
tidoglicano e mostrado, com os sitios de ligapao de A a F sombreados. A 


ligapao hidrolisada e a ligapao glicolitica C—0 entre os residuos de apucar 
ligados aos sitios D e E, indicada pela seta vermelha. A reapao de hidrolise 
esta mostrada no detaihe, com o caminho do oxigenio critico da agua em 
vermelho. Mur2Ac e o acido A/-acetilmuramico, GIcNAc, A/-acetilglicosamina. 
RO— representa urn grupo lactil (acido lactico); —NAc e AcN—, grupos H- 
-acetil (ver legenda). 


conhecidas como “glicosidases de retengao”. Alem disso, 
todos os membros catalisam reagoes cujos produtos tern a 
mesma configuragao anomerica dos substrates (a configu- 
ragao anomerica dos carboidratos e examinada no Capitu- 
lo 7) e, sabe-se, tern intermediaries covalentes reativos do 
tipo previsto na via alternativa (Sj^2). Desse mode, o meca- 
nismo de Phillips e antagonico aos achados experimentais 
de enzimas semelhantes. 

Um experimento foi decisive para pender a balanga em 
favor do mecanismo via 8^2 (relatado por Stephen Withers 
e colegas em 2001). Usando uma enzima mutante (com 
o residue 35 alterado de Glu para Gin) e substrates ar¬ 
tificials, os quais combinados reduziram a velocidade das 
etapas-chave da reagao, esses pesquisadores foram capa- 
zes de estabilizar o intermediario covalente fugaz. Por sua 
vez, isso Ihes permitiu observar diretamente o intermedia¬ 


rio por meio de espectrometria de massas e cristalografia 
por raios X (Figura 6-28b). 

0 mecanismo da lisozima estaria provado? Nao. Uma 
caracteristica-chave do metodo cientifico, como certa vez 
Albert Einstein resumiu, e que “mesmo uma infinidade de 
experimentos talvez nao consiga provar que estou certo, 
mas um unico experimento pode provar que estou errado”. 
No case do mecanismo da lisozima, pode-se argumentar (e 
muitos o fizeram) que os substrates artificials com substi- 
tuigoes por Mor em C-1 e C-2, que foram usados para es¬ 
tabilizar os intermediarios covalentes, poderiam alterar o 
curso da reagao. 0 Mor altamente eletronegativo poderia 
desestabilizar um ion oxocarbanion eletron-deficiente ja 
formado no cation glicosil intermediario que ocorre na via 
Sj^l. Mesmo assim, a via 8^2 e reconhecida hoje como o me¬ 
canismo mais compativel com os dados disponiveis. 
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MECANISMO-FIGURA 6-28 Rea^ao da lisozima. Nesta reagao (descrita no 
texto), a agua e introduzida no produto pelo C-1 do Mur2Ac na mesma con- 
figurapao que a ligapao glicosidica original. A reapao e, portanto, uma subs- 
tituipao molecular com retenpao da configurapao. (a) Duas vias propostas 
que potencialmente explicam a reapao total e suas propriedades. A via S^l 
(esquerda) e o mecanismo original de Phillips. A via 5^2 (direita) e o mecanis¬ 


mo mais consistente com os dados atuais. (b) Representapao da superficie 
do sitio ativo da lisozima com o intermediario covalente enzima-substrato 
mostrado como estruturas em esfera e bastao. Cadeias laterals dos residues 
do sitio ativo sao mostradas como estruturas em esfera e bastao protuberan- 
tes em relapao as fitas (PDB ID 1H6M). 
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0 conhecimento de urn mecanismo enzimatico leva a 
produ^ao de antibioticos uteis 


que esse composto relativamente instavel fosse conhecido 
o suficiente para poder ser utilizado como agente terapeuti- 
co no tratamento de infecgoes bacterianas. A penicilina in¬ 
terfere com a sintese do peptidoglicano (descrita no Capi- 
tulo 20, Figura 20-31), o constituinte principal da rigida 
parede celular que protege as bacterias da lise osmotica. 0 
peptidoglicano e formado por polissacarideos e peptideos 
ligados por ligagoes cruzadas formadas em varias etapas, 
incluindo uma reagao de transpeptidase (Figura 6-29). 
Essa e a reagao inibida pela penicilina e por compostos se- 
melhantes (Figura 6-30a) , que mimetizam uma conforma- 
gao do segmento D-Ala-D-Ala do precursor do peptidoglica¬ 
no. A ligagao peptidica do precursor e substituida por um 
anel /3-lactamico altamente reativo. Quando a penicilina li- 
ga-se a transpeptidase, a Ser do sitio ativo ataca o carbonil 
do anel j8-lactamico e gera um aduto covalente entre a peni¬ 
cilina e a enzima. Entretanto, o grupo de saida permanece 
unido, pois esta ligado ao remanescente do anel j8-lactami- 
co (Figura 6-30b). 0 complexo covalente inibe irreversivel- 
mente a enzima. Isso, por sua vez, bloqueia a sintese da pa¬ 
rede bacteriana e muitas bacterias morrem porque a fragil 
membrana interna rompe-se devido a pressao osmotica. 

0 uso da penicilina e de sens derivados pelo homem le- 
vou ao surgimento de linhagens de bacterias patogenicas 
que expressam -lactamases (Figura 6-3la), enzimas 
que clivam os antibioticos /3-lactamicos, inativando-os. Des- 
se modo, a bacteria torna-se resistente a esses antibioticos. 
Os genes dessas enzimas dis seminar am-se rapidamente 
entre as populagoes de bacterias submetidas a pressao 
seletiva imposta pelo uso (muitas vezes, excessivo) dos 
antibioticos j8-lactamicos. A medicina respondeu com o 
desenvolvimento de compostos como o acido clavulanico, 
um inativador suicida, que inativa irreversivelmente essas 
j8-lactamases (Figura 6-3lb). 0 acido clavulanico mimeti- 
za a estrutura dos antibioticos j8-lactamicos, formando um 
aduto covalente com a Ser do sitio ativo da j8-lactamase. 
Isso leva a um rearranjo que cria um derivado muito mais 
reativo, que depois e atacado por outro nucleofilo no sitio 
ativo, de modo a acilar e inativar a enzima irreversivelmen¬ 
te. A amoxicilina e o acido clavulanico sao combinados na 
formulagao farmaceutica amplamente usada e comercia- 
lizada sob o nome de Calvulin. 0 ciclo da guerra quimica 
entre humanidade e bacterias continua sem treguas. Foram 
encontradas linhagens de bacterias patogenicas resistentes 
tanto a amoxicilina quanto ao acido clavulanico (refletindo 
mutagoes na /3-lactamase que as tornam insensiveis ao aci¬ 
do clavulanico). Preve-se que o desenvolvimento de novos 
antibioticos venha a ser uma industria em crescimento no 
futuro proximo. ■ 

RESUMO 6.4 Exemplos de reaves enzimaticas 

► A quimotripsina e uma serino-protease com mecanismo 
bem conhecido, caracterizado por catalise geral acido- 
basica, catalise covalente e estabilizagao do estado de 
transigao. 
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Fleming, mas foram necessarios ainda 15 anos oara 
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FIGURA 6-29 A reagao da transpeptidase. Esta rea(;ao, que liga dois 
peptidoglicanos precursores em um polimero maior, e facilitada por uma Ser 
no sitio ativo por meio de um mecanismo catalitico covalente similar ao da 
quimotripsina. Observe que esse peptidoglicano e um dos poucos casos na 
natureza em que aparecem o-aminoacidos. A Ser do sitio ativo ataca o car¬ 
bonil da ligagao peptidica entre dois residuos de o-Ala, criando uma ligagao 
ester (ligagao covalente) entre o substrate e a enzima e liberando o residue 
terminal o-Ala. Um grupo amino do segundo precursor peptidoglicano en- 
tao ataca a ligagao ester, deslocando a enzima e ligando transversalmente os 
dois precursores entre si. 
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FIGURA 6-30 Inibigao da transpeptidase por antibioticos /3-iactami- 
cos. (a) Antibioticos jS-lactamicos apresentam urn anel de cinco elementos 
tiazolidina fusionado a urn anel jS-lactamico de quatro elementos. Esse ultimo 
anel e tensionado e inclui uma porqao amida com papel crucial na inativaqao 
da sintese do peptidoglicano. 0 grupo R varia nas diferentes penicilinas. A peni¬ 
cilina G foi a primeira a ser isolada e permanece ate hoje uma das mais eficazes. 
Devido a degradapao no ambiente acido do estomago, ela deve ser administra- 
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da por via injetavel. Quase taoeficaz, a penicilina Ve estavel em meio acido, por 
isso pode ser administrada por via oral. A amoxicilina tern ampla faixa de apao e 
apresenta r^ida absorpao quando administrada por via oral, sendo por isso o 
antibiotico j8-lactamico mais amplamente prescrito. (b) Ataque da porpao ami¬ 
da do anel /3-lactamico pela Ser do sitio ativo da transpeptidase a urn produto 
acil-enzima covalente que e hidrolisado tao lentamente que a formapao do 
aduto e quase irreversivel e, consequentemente, a transpeptidase e inativada. 
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FIGURA 6-31 j3-Lactamases e inibi^ao de j3-lactamases. (a) As 

jS-lactamases promovem a clivagem do anel jS-lactamico dos antibioticos 
jS-lactamicos, inativando-os. (b) 0 acido clavulanico e urn inibidor suicida 
que usa o mecanismo quimico normal das jS-lactamases para formar uma 
especie reativa no sitio ativo. Esta especie reativa e atacada por urn grupo 
nucleofilico (Nu:) no sitio ativo que acila irreversivelmente a enzima. 
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► A hexocinase e um exemplo excelente de ajuste induzi- 
do como meio de usar a energia de ligagao do substrate. 

► A reagao da enolase ocorre via catalise por ion metalico. 

► A lisozima utiliza catalise covalente e catalise geral aci- 
dobasica para promover duas reagoes sucessivas de des- 
locamento nucleofilico. 

► 0 conhecimento do mecanismo de agao das enzimas 
permite desenvolver medicamentos que inibam a ativi- 
dade de enzimas. 

6.5 Enzimas regulatorias 

No metabolismo celular, grupos de enzimas trabalham con- 
juntamente em vias sequenciais para realizar um determi- 
nado processo metabolico, como a degradagao da glicose a 
lactato por uma serie de reagoes ou as muitas reagoes da 
sintese de aminoacidos a partir de precursores simples. 
Nesses sistemas enzimaticos, o produto da reagao de uma 
enzima e o substrate da enzima seguinte. 

A maioria das enzimas das vias metabolicas segue os 
padroes cineticos que foram descritos. Cada via, entretan- 
to, inclui uma ou mais enzimas que influenciam em muito a 
velocidade de toda a sequencia de reagoes. Essas enzimas 
regulatorias tern a atividade catalitica aumentada ou dimi- 
nuida em resposta a certos sinais. Ajustes na velocidade das 
reagoes catalisadas por enzimas regulatorias e, portanto, 
ajustes na velocidade da sequencia metabolica inteira per- 
mitem que as celulas atendam as necessidades de energia e 
das biomoleculas de que precisam para crescer e se manter. 

As atividades das enzimas regulatorias sao moduladas 
de varias maneiras. Enzimas alostericas agem por meio 
de ligagoes reversiveis e nao covalentes com compostos 
regulatorios denominados moduladores alostericos ou 
efetores alostericos, que geralmente sao metabolitos 
pequenos ou cofatores. Outras enzimas sao reguladas por 
modificagoes covalentes reversiveis. As duas classes de 
enzimas regulatorias tendem a ser proteinas com subunida- 
des multiplas e, em alguns cases, o(s) sitio(s) regulat6rio(s) 
e o sitio ativo se encontram em subunidades separadas. Os 
sistemas metabolicos tern ao menos dois outros mecanismos 
de regulagao enzimatica. Algumas enzimas sao estimuladas 
ou inibidas quando estao ligadas a proteinas regulatorias 
distintas. Outras sao ativadas quando segmentos peptidicos 
sao removidos por proteolise. Diferentemente da regula¬ 
gao mediada por efetores, a regulagao por proteolise e ir- 
reversivel. Exemplos importantes desses mecanismos sao 
encontrados em processes fisiologicos como digestao, coa- 
gulagao do sangue, agao hormonal e visao. 

0 crescimento e a sobrevivencia das celulas dependem 
do uso eficiente dos recursos disponiveis, e essa eficiencia 
e possibilitada pelas enzimas regulatorias. 

Nao ha uma regra unica para governar os 

diferentes tipos de regulagao dos diferen- 

tes sistemas. Em certo grau, a regulagao 

alosterica (nao covalente) talvez possibi- 9 9 

lite os ajustes fines das vias metabolicas 

que constantemente sao necessaries e em I 

niveis variando em decorrencia das mu- ^ 

dangas da atividade e das condigoes das Carbamoil- 

celulas. A regulagao por modificagoes co- -fosfato 


valentes pode ser do tipo “tudo ou nada”, normalmente no 
case de proteolise, ou entao possibilitar mudangas sutis na 
atividade. Varies tipos de regulagao podem ocorrer em uma 
unica enzima regulatoria. 0 restante deste capitulo dedica- 
-se a discussao desses metodos de regulagao enzimatica. 

Enzimas alostericas sofrem mudangas conformacionais 
em resposta a liga^ao de moduladores 

Como foi visto no Capitulo 5, proteinas alostericas sao aque- 
las que possuem “outras formas” ou conformagoes induzidas 
pela ligagao de moduladores. 0 mesmo conceito se aplica 
a certas enzimas regulatorias, pois mudangas conformacio¬ 
nais induzidas por um ou mais moduladores interconvertem 
formas mais ativas e formas menos ativas da enzima. Modu¬ 
ladores de enzimas alostericas podem ser inibitorios ou esti- 
mulatorios. Muitas vezes, o modulador e o proprio substrato. 
Enzimas regulatorias em que o substrato e o modulador sao 
identicos sao denominadas homotropicas. 0 efeito e similar 
ao da ligagao de Og a hemoglobina (Capitulo 5). No caso das 
enzimas, a ligagao do ligante, ou do substrato, provoca mu¬ 
dangas na conformagao que afetam a atividade subsequente 
de outros sitios da proteina. Em muitos casos, as mudangas 
conformacionais convertem uma conformagao relativamen- 
te inativa (geralmente denominada de estado T) em uma 
conformagao mais ativa (estado R). Quando o modulador e 
uma molecula diferente do substrato, diz-se que a enzima e 
heterotropica. Observe que os moduladores alostericos nao 
se confundem com os inibidores incompetitivos ou mistos. 
Embora os ultimos se liguem a um segundo sitio da enzima, 
necessariamente nao sao mediadores de mudangas confor¬ 
macionais entre formas ativas e inativas, de modo que os 
efeitos cineticos sao distintos. 

As propriedades das enzimas alostericas sao significati- 
vamente diferentes das propriedades das enzimas nao re¬ 
gulatorias. Parte das diferengas e estrutural. Alem do sitio 
ativo, as enzimas alostericas em geral tern um ou mais sitios 
regulatorios, ou alostericos, para ligarem o modulador (Fi- 
gura 6-32). Da mesma maneira que o sitio ativo das enzi¬ 
mas e especifico para o seu substrato, cada sitio regulatorio 
e especifico para o seu modulador. Enzimas com varios mo¬ 
duladores em geral tern sitios de ligagao especificos para 
cada um deles. Nas enzimas homotropicas, o sitio ativo e o 
sitio regulatorio sao os mesmos. 

As enzimas alostericas geralmente sao maiores que as 
enzimas nao alostericas, possuindo duas ou mais subunida¬ 
des. Um exemplo classico e a aspartato-transcarbamoilase 
(geralmente abreviada como ATCase), que catalisa uma 
reagao inicial na biossintese dos nucleotideos de pirimidi- 
na, a reagao entre carbamoil-fosfato e aspartato formando 
carbamoil-aspartato. 
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FIGURA 6-32 Intera^es entre as subunidades de enzimas alosteri- 
cas e intera^es com inibidores e ativadores. Em muitas enzimas alos- 
tericas, o sitio de ligagao ao substrate e o(s) sitio(s) de liga(;ao(6es) com o 
modulador estao em subunidades diferentes, nas subunidades catalitica (C) 
e regulatoria (R), respectivamente. A ligagao de urn modulador (M) positive 
(estimulatorio) ao sitio especifico na subunidade regulatoria e comunicada a 
subunidade catalitica per meio de uma mudanga conformacional. Essa mu- 
danga afeta a o sitio ativo que entao e capaz de ligar o substrate (S) com afi- 
nidade maior. Quando o modulador dissocia-se da subunidade regulatoria, a 
enzima volta a sua forma inativa ou menos ativa. 


A ATCase tern 12 cadeias polipeptidicas organizadas em 
6 subunidades cataliticas (organizadas como 2 complexes 
trimericos) e 6 subunidades regulatorias (organizadas como 
3 complexes dimericos). A Figura 6-33 mostra a estrutu- 
ra quaternaria dessa enzima, deduzida da analise por raios 
X. A enzima exibe comportamento alosterico, detalhado a 
seguir, a medida que as subunidades cataliticas funcionam 
cooperativamente. As subunidades regulatorias tern sitios 
de ligagao para ATP e CTP, que funcionam como regula- 


dores positive e negative, respectivamente. CTP e um dos 
produtos finals da via e a regulagao negativa por CTP serve 
para limitar a agao da ATCase em condigoes nas quais CTP 
e abundante. Por outro lado, altas concentragoes de ATP 
indicam que o metabolismo celular esta robusto, a celula 
esta crescendo e uma quantidade adicional de nucleotideos 
da pirimidina e necessaria para apoiar a transcrigao do RNA 
e replicagao do DNA. 

As propriedades cineticas das enzimas alostericas 
desviam-se do comportamento de Michaelis-Menten 

As enzimas alostericas apresentam relagoes entre Vq e [S] 
diferentes daquelas da cinetica de Michaelis-Menten. Elas 
apresentam saturagao pelo substrate quando [S] e suficien- 
temente alta, mas algumas das enzimas alostericas apresen¬ 
tam um grafico de Vq versus [S] (Figura 6-34) que produz 
uma curva de saturagao sigmoide em vez da curva de satu¬ 
ragao hiperbolica tipica das enzimas nao regulatorias. Na 
curva de saturagao sigmoide verifica-se um valor de [S] no 
qual Vq e metade da mas que nao e designado como 
pois a enzima nao segue uma relagao de Michaelis- 
-Menten hiperbolica. Os simbolos [S]q ^ e Aq ^ geralmente sao 
usados para representar a concentragao de substrate que 
da uma velocidade que e metade da maxima das enzimas 
alostericas (Figura 6-34). 

0 comportamento da cinetica sigmoide em geral refle- 
te interagoes cooperativas entre as subunidades protei- 
cas. Em outras palavras, mudangas na estrutura de uma 
subunidade sao convertidas em mudangas estruturais nas 
subunidades adjacentes, efeito mediado por interagoes 
nao covalentes na interface das subunidades. Os princi- 
pios que regem esse fenomeno sao bem ilustrados em uma 
protema que nao e enzima: a ligagao do Og a hemoglobina. 
0 comportamento de cinetica sigmoide e explicado por 
modelos de interagoes sequenciais concatenadas entre as 
subunidades (ver Figura 5-15). 


(a) Estado inativoT 




6 CTP 

6 CTP 


(b) Estado ativo R 



FIGURA 6-33 A enzima regulatoria aspartato-transcarbamoilase. Es¬ 
tao mostrados os estados (a) inativo T (PDB ID 1RAB) e (b) ativo R (PDB ID 
1 El B) da enzima. Esta enzima de regulagao alosterica tern dois agrupamen- 
tos cataliticos volumosos, cada um com tres cadeias polipeptidicas (som- 
breadas em azul e roxo) e tres agrupamentos regulatorios, cada um com 
duas cadeias regulatorias (bege e amarelo). Os agrupamentos regulatorios 


formam os pontos de um triangulo (nao evidente nesta imagem) rodeado 
pelas subunidades cataliticas. Os sitios de ligagao para os moduladores alos- 
tericos (incluindo CTP) estao nas subunidades regulatorias. A ligagao com o 
modulador provoca grandes mudangas na conformagao e na atividade da 
enzima. 0 papel desta enzima na sintese de nucleotideos e tambem deta- 
Ihes da sua regulagao sao discutidos no Capitulo 22. 
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FIGURA 6-34 Curvas de substrato-atividade de enzimas aloste- 
ricas representativas. Tres exemplos das respostas complexas das 
enzimas alostericas aos seus moduladores. (a) Curva sigmoide de uma 
enzima homotropica na qual o substrate atua tambem como modulador 
positive (estimulatorio), ou ativador. Observe a semelhanpa com a cur¬ 
va de saturapao com oxigenio da hemoglobina (ver Figura 5-12). A curva 
sigmoide e uma curva hibrida na qual a enzima esta presente primor- 
dialmente no estado relativamente inativoT em baixa concentrapao de 
substrate e principalmente no estado mais ativo R em alta concentrapao 
de substrate. As curvas dos estados purosT e R estao colocadas separa- 
damente e coloridas. (b) Efeitos de diferentes concentrapoes de urn mo¬ 
dulador positive (+) e de urn modulador negative (-) sobre uma enzima 
alosterica na qual ha alterapao de /Cqj sem haver alterapao de A curva 
central mostra a relapao substrato-atividade na ausencia de modulador. 
No case da ATCase, CTP e urn modulador negative e ATP modulador po¬ 
sitive. (c) Tipo menos comum de modulapao, na qual 1/^^^ e alterada e /Cgg 
permanece praticamente constante. 


A ATCase ilustra perfeitamente bem tanto o compor- 
tamento da cinetica homotropica quanto da cinetica hete- 
rotropica. A ligagao dos substratos, aspartato e carbamoil 
fosfato, a enzima leva gradualmente a transigao do estado T 
relativamente inativo ao estado mais ativo R. Isso e respon- 
savel pela mudanga sigmoidal e nao hiperbolica em Vq com 
o aumento de [S]. Uma caracteristica da cinetica sigmoide e 
a de que pequenas mudangas na concentragao do modula¬ 
dor podem levar a grandes mudangas na atividade. A Figura 
6-34a mostra como um aumento relativamente pequeno em 
[S] na fase de aclive da curva provoca um aumento compa- 
rativamente grande em Fq. 

A regulagao heterotropica da ATCase e devido a intera- 
gao com ATP e CTP. No caso de enzimas alostericas hete- 
rotropicas, um ativador pode fazer a curva se tornar mais 
proxima de uma hiperbole com diminuigao no Kq 5 , mas 
sem mudanga na resultando em aumento na veloci- 
dade de reagao em uma concentragao de substrate fixa. 
No caso da ATCase, a interagao com ATP provoca isso e a 
enzima mostra uma curva Fq versus [S] caracteristica do 
estado ativo R, em concentragoes suficientemente altas de 
ATP (Fq e maior para qualquer valor de [S]; Figura 6-34b). 
Um modulador negative (inibidor) produz uma curva de 
saturagao pelo substrate muito mais sigmoidal, com um 
aumento de TCq 5 , como e ilustrado pelos efeitos do CTP 
sobre a cinetica da ATCase (ver curvas do modulador ne¬ 
gative Figura 6-34b). Outras enzimas alostericas hetero- 
tropicas respondem a um ativador aumentando a F^^^^ com 
pequena mudanga em (Figura 6-34c). Portanto, en¬ 
zimas alostericas heterotropicas mostram diferentes tipos 
de respostas nas curvas atividade-substrato, pois algumas 
tern moduladores inibidores, enquanto outras tern modu¬ 
ladores ativadores, e ainda outras (como a ATCase) tern os 
dois tipos de moduladores. 

Algumas enzimas sao reguladas por modifica^es 
covalentes reversiveis 

Em outra classe de enzimas regulatorias, a atividade e mo- 
dulada por modificagoes covalentes em um ou mais dos re¬ 
sidues de aminoacidos da molecula da enzima. Mais de 500 
tipos diferentes de modificagoes covalentes foram encon- 
trados nas proteinas. Geralmente, os grupos modificadores 
incluem fosforil, acetil, adenilil, uridilil, metil, amida, car- 
boxil, miristoil, palmitoil, prenil, hidroxila, sulfato e ribosi- 
ladenosina-difosfato (Figura 6-35). Existem ate proteinas 
inteiras que sao usadas como grupo modificador especial, 
incluindo a ubiquitina e a sumo. Esses diversos grupos ge¬ 
ralmente sao ligados e removidos as enzimas regulatorias 
por enzimas distintas. A modificagao de um residue de ami- 
noacido de uma enzima faz, efetivamente, um novo residue 
de aminoacido com propriedades diferentes ser introduzido 
na enzima. A introdugao de uma carga pode alterar as pro¬ 
priedades locais da enzima e introduzir uma mudanga na 
conformagao. A introdugao de um grupo hidrofobico pode 
desencadear uma associagao com uma membrana. Normal- 
mente essas mudangas sao substanciais e podem ser criti- 
cas para a fungao da enzima assim alterada. 

A variedade de modificagoes nas enzimas e muito gran¬ 
de para ser abordada em detalhes, mas alguns exemplos po- 
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dem ser citados. Um exemplo de enzima regulada por me- 
tilagao e a protema aceptora de metilas da quimiotaxia de 
bacterias. Essa protema e parte de um sistema que permite 
as bacterias nadarem na diregao de um atraente (como um 
agucar) ou se afastarem de um repelente quimico. 0 agen- 
te metilante e a 5'-adenosilmetionina (adoMet) (ver Figura 
18-18). A acetilagao e uma modificagao comum em apro- 
ximadamente 80% das enzimas soluveis dos procariotos, 
incluindo acetilagao no aminoterminal. A ubiquitina e adi- 
cionada a proteinas como uma etiqueta que as marca para a 
degradagao proteolitica (ver Figura 27-47). A ubiquitinagao 
tambem pode ter uma fungao regulatoria. A protema sumo 
e encontrada ligada a muitas proteinas nucleares de euca- 
riotos com papeis na regulagao da transcrigao, na estrutura 
da cromatina e no reparo do DNA. 

A ADP-ribosilagao e uma reagao muito interessante 
que ocorre em certas proteinas. A ADP-ribose e derivada 
da nicotinamida-adenina-dinucleotideo (NAD) (ver Figura 
8-38). Esse tipo de modificagao ocorre na enzima bacteria- 
na dinitrogenase-redutase e resulta na regulagao da fixagao 
biologica de nitrogenio, um processo muito importante. A 
toxina difterica e a toxina do colera sao enzimas que ca- 
talisam a ADP-ribosilagao (e a inativagao) de enzimas ou 
proteinas celulares importantes. 

A fosforilagao e, provavelmente, o tipo de modificagao 
regulatoria mais importante. Estima-se que um tergo de to- 
das as proteinas de uma celula eucariotica seja fosforilado 
de modo que um ou, mais frequentemente, varios eventos 
de fosforilagao sao parte de quase todos os processos regu- 
latorios. Algumas proteinas tern apenas um residue fosfori¬ 
lado, outras tern varios e poucas tern dezenas de sitios de 
fosforilagao. Esse modo de modificagao covalente e funda¬ 
mental em varias rotas regulatorias e, portanto, sera discu- 
tido aqui em detalhes e tambem no Capitulo 12. 

Todos esses tipos de modificagoes serao encontrados 
novamente em capitulos posteriores. 

Os grupos fosforil afetam a estrutura e a atividade 
catalitica das enzimas 

A ligagao de grupos fosforil a residues de aminoacidos es- 
pecificos de proteinas e catalisada por protemas-cinases. 
Nessas reagoes, o grupo 7 -fosforil provindo de um nucleo- 
tideo trifosfato (geralmente ATP) e transferido para um 
determinado residue de Ser, Thr ou Tyr (ocasionalmente 
tambem His) da proteina-alvo. Isso introduz um grupo car- 
regado volumoso em uma regiao da proteina que e apenas 
moderadamente polar. Os atomos de oxigenio do grupo 
fosforil podem formar ligagoes de hidrogenio com um ou 
mais grupos da proteina, normalmente grupos amida do es- 
queleto peptidico no comego de helices a ou com o grupo 
guanidine carregado dos residues de Arg. As duas cargas 
negativas de uma cadeia lateral fosforilada tambem podem 
repelir residues carregados negativamente (Asp ou Glu) das 
redondezas. Quando a modificagao da cadeia lateral se loca- 
liza em uma regiao da enzima que seja critica para estrutu¬ 
ra tridimensional da enzima a fosforilagao pode ter efeitos 
drasticos sobre a conformagao e, portanto, sobre a ligagao 
com o substrate e a catalise. A remogao dos grupos fosforil 
dessas proteinas e catalisada por protema-fosfatases. 
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Um exemplo importante de enzima regulada por fosfo- 
rilagao e constitmdo pela glicogenio-fosforilase 94.500) 
do musculo e do figado (Capitulo 15), que catalisa a reagao 

(Glicose)^ + -> (glicose)^_i + glicose-l-fosfato 

Glicogenio Cadeia de 

glicogenio 
encurtada 

A glicose-l-fosfato assim formada pode ser usada para a 
sintese de ATP no musculo ou ser convertida em glicose 11- 
vre no figado. Observe que a glicogenio-fosforilase, embora 
adicione um fosfato a um substrate, ela mesma nao e uma 
cinase porque nao utiliza ATP ou qualquer outro nucleoti- 
deo trifosfato como deader de fosfato na reagao que cata¬ 
lisa. Entretanto, ela e o substrate de uma proteina-cinase 
que a fosforila. Os grupos fosforil envoMdos na discussao 
abaixo sao aqueles envoMdos na regulagao da enzima e nao 
na fungao catalitica. 

A glicogenio-fosforilase ocorre em duas formas: a fosfo- 
rilase a (mais ativa) e a fosforilase b (menos ativa) (Figura 
6-36) . A fosforilase a tern duas subunidades, cada uma com 
um residue especifico de Ser que e fosforilado no grupo 
hidroxila. Esses residues de serina-fosfato sao necessaries 
para a atmdade maxima da enzima. Os grupos fosforil po- 
dem ser removidos hidroliticamente por uma enzima distin- 
ta denominada fosforilase-fosfatase. 

Fosforilase a -t 2 H 2 O -> Fosforilase h -t 2P- 

(mais ativa) (menos ativa) 

Nessa reagao, a fosforilase a e convertida em fosforilase h 
pela remogao de dois fosfatos covalentemente ligados a se- 
rinas, uma em cada subunidade da glicogenio-fosforilase. 

Por sua vez, a fosforilase h pode ser reativada, sendo 
mais uma vez transformada covalentemente na fosforilase 
a ativa, por uma outra enzima, a fosforilase-cinase, que 
catalisa a transferencia de grupos fosforil do ATP para 
grupos hidroxila de dois residuos de Ser especificos na 
fosforilase h\ 

2ATP -t fosforilase h -> 2ADP -t fosforilase a 

(menos ativa) (mais ativa) 

A degradagao do glicogenio no musculo esqueletico e no 
figado e regulada por variagoes na proporgao entre as duas 
formas de glicogenio-fosforilase. As formas a eh diferem 
quanto as suas estruturas secundarias, terciarias e quater- 
narias e, consequentemente, a atividade catalitica muda a 
medida que as duas formas se interconvertem. 

A regulagao da glicogenio-fosforilase por fosforilagao 
ilustra o efeito da adigao de um grupo fosforil tanto na es- 
trutura quanto na atividade catalitica. No estado desfosfo- 
rilado, cada subunidade dessa enzima e dobrada de modo a 
colocar os 20 residuos da extremidade aminoterminal, in- 
cluindo certo numero de residuos basicos, em uma regiao 
contendo varies aminoacidos acidos. Isso produz uma in- 
teragao eletrostatica que estabiliza a conformagao. A fos¬ 
forilagao da Ser^^ interfere com essa interagao, forgando o 
dominio aminoterminal para fora do ambiente acido e para 
uma conformagao que permite interagoes entre ©-Ser e 
varias cadeias laterals de Arg, sendo que a enzima e muito 
mais ativa nessa conformagao. 


Fosforilase- 

2ATP -cinase 2ADP 




FIGURA 6-36 Regulagao da atividade da glicogenio-fosforilase 
muscular por fosforilagao. Na forma mais ativa da enzima (fosforilase d), 
residuos especificos de Ser, um em cada subunidade, estao fosforilados. A 
fosforilase o e convertida na fosforilase b (forma menos ativa) pela perda en- 
zimatica desses grupos fosforil, efetuada pela fosfoproteina-fosfatase 1 (PPl). 
A fosforilase b pode ser reconvertida (reativada) em fosforilase 0 pela apao da 
fosforilase-cinase. 


A fosforilagao de uma enzima pode afetar a catalise de 
outra maneira: alterando a afinidade pelo substrato. Por 
exemplo, quando a isocitrato-desidrogenase (enzima do ci- 
clo do acido citrico; Capitulo 16) e fosforilada, a repulsao 
eletrostatica pelo grupo fosforil inibe a ligagao do citrato 
(acido tricarboxilico) no sitio ativo. 

Fosforila^es multiplas possibilitam um controle 
requintado da regulagao 

Os residuos de Ser, Thr ou Tyr - geralmente fosforilados 
nas proteinas reguladas - ocorrem em motives estruturais 
comuns, chamados de sequencias de consenso, reconheci- 
dos por proteinas-cinases especificas (Tabela 6-10). Algu- 
mas cinases sao basofilas, preferindo fosforilar residuos que 
tern vizinhanga basica, e outras tern preferencias diferentes 
pelos substrates, como um residue proximo a um residue 
de Pro. Entretanto, a sequencia de aminoacidos nao e o uni- 
co fator importante que influencia o quanto determinado 
residue sera fosforilado. 0 enovelamento da proteina apro- 
xima residuos distantes na sequencia primaria, e a estru- 
tura tridimensional resultante pode estabelecer o quanto 
uma proteina-cinase tera acesso a determinado residue e 
reconhece-lo como substrato. Outro fator que influencia a 
especificidade de certas proteinas-cinases pelo substrato e 
a proximidade com outros residuos fosforilados. 

Geralmente a regulagao por fosforilagao e complexa. 
Algumas proteinas possuem sequencias de consenso reco- 
nhecidas por proteinas-cinases diferentes, cada uma delas 
fosforilando a proteina e alterando a atmdade enzimatica. 
Em alguns cases, a fosforilagao e hierarquica: certos resi¬ 
duos podem ser fosforilados apenas se um residue vizinho 
ja estiver fosforilado. Por exemplo, a glicogenio-sintase, a 
enzima que catalisa a condensagao de monomeros de gli¬ 
cose para formar glicogenio (Capitulo 15), e inativada por 
fosforilagao de residuos de Ser especificos e tambem e mo- 
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TABELA6-10 


Sequencias de consenso das protemas-cinases 


Protema-dnase 

Protema-cinase A 

Protema-cinase G 

Protema-cinase C 

Protema-cinase B 

Ca^^/calmodulina-cinase I 

Ca^^/calmodulina-cinase II 

Cinase da cadeia leve da miosina (rnusculo liso) 

FosforiIase-&-cinase 

Cinase regulada por sinal extracelular (ERK) 

Protema-cinase dependente de ciclina (cdc2) 

Caseina-cinase I 

Caseina-cinase II 

Cinase do receptor j8-adrenergico 

Rodopsina-cinase 

Cinase do receptor de insulina 


Cinase do receptor do fator de crescimento do epitelio (EGF) 


Sequenda de consenso e residuos fosforilados 

-x-R-[RK]-x-[ST]-B 

-x-R-[RK]-x-[ST]-x- 

-[RK]C2)-x-[ST]-B-[RK](2)- 

-x-R-x-[ST]-x-K 

-B-x-R-xC2)-[ST]-xC3)-B 

-B-x-[RK]-xC2)-[ST]-xC2)- 

-KC2)-R-xC2)-S-x-BC2)- 

-K-R-K-Q-I-S-V-R 

-P-x-[ST]-PC2)- 

-x-[ST]-P-x-[KR]- 

-[SpTp]-xC2)-[ST]-B* 

-x-[ST]-xC2)-[ED]-x- 

-[DE]C7z)-[ST]-xC3) 

-xC2)-[ST]-EC?^)- 

-x-EC3)-Y-MC4)-Af^J-5'-i?-G-Z)-F-M-T-M-Q-/- 

G-Af5J-L-P-A-P-G-D-Y-M-N-M-S-P-V-G-D 

-E(4)-Y-F-E-L-V 


Fontes: Pinna, L.A. & Ruzzene, M.H. (1996) How do protein kinases recognize their substrates? Biochim. Biophys. Acta 1314, 191-225; Kemp, B.E. & Pearson, 
R.B. (1990) Protein kinase recognition sequence motifs. Trends Biochem. Sci. 15, 342-346; Kennelly, RJ. & Krebs, E.G. (1991) Consensus sequences as substrate 
specificity determinants for protein kinases and protein phosphatases. J. Biol Chem. 266, 15,555-15,558. 

Nota: Estao mostradas as sequencias de consenso deduzidas (em caracteres normais) e as sequencias verdadeiras obtidas de substrates ja conhecidos (em italico). Os 
residuos de Ser (S), Thr (T) on Tyr (Y) que sofrem fosforilagao estao em vermelho. Todos os residuos de aminoacidos estao mostrados segundo o codigo de abreviagao 
de uma letra (ver Tabela 3-1). X representa qualquer aminoacido; B qualquer aminoacido hidrofobico; Sp, Tp e Yp sao residuos de Ser, Thr e Tyr que ja devem estar 
fosforilados para que a cinase reconhega o sitio. 

*0 melhor sitio-alvo tern dois residuos de aminoacidos separando os residuos-alvo fosforilados de Ser/Thr; sitios-alvo separados por um on tres residuos funcionam 
em nivel reduzido. 


dulada por ao menos quatro outras protemas-cinases que 
fosforilam quatro outros sitios na enzima (Figura 6-37). 
A enzima nao e substrato para a glicogenio-sintase-cinase 
3, por exempio, a menos que um sitio tiver sido fosforilado 
pela caseina-cinase 11. Algumas fosforilagoes inibem a glico- 
genio-sintase mais que outras, e algumas combinagoes de 
fosforilagoes sao cumulativas. Essas multiplas fosforilagoes 
regulatorias fornecem o potencial para a modulagao extre- 
mamente sutil da atividade enzimatica. 

Para servir como mecanismo regulatorio efetivo, a fos- 
forilagao deve ser reversivel. Em geral, grupos fosforil sao 
adicionados e removidos por enzimas diferentes e, desse 
modo, o processo pode ser regulado separadamente. As 
celulas contem uma familia de fosfoproteina-fosfatases que 
hidrolisam esteres de ©-Ser, ©-Thr e ©-Tyr, liberando P^. 
As fosfoproteina-fosfatases vistas ate agora agem apenas 
sobre um grupo de fosfoproteinas e apresentam menor es- 
pecificidade pelo substrato que as proteinas-cinases. 

Algumas enzimas e outras proteinas sao reguladas pela 
proteolise de precursores de enzimas 

No caso de algumas enzimas, um precursor inativo deno- 
minado zimogenio e hidrolisado formando a enzima ativa. 


Muitas das enzimas proteoliticas (proteases) do estomago e 
do pancreas sao reguladas dessa maneira. A quimotripsina 
e a tripsina sao inicialmente sintetizadas como quimotrip- 
sinogenio e tripsinogenio (Figura 6-38). Clivagens espe- 
cificas provocam mudangas conformacionais que expoem 
o sitio ativo da enzima. Como esse tipo de ativagao e irre- 
versivel, sao necessaries outros mecanismos para inativar 
essas enzimas. As proteases sao inibidas por proteinas 
inibidoras que se ligam firmemente aos sens sitios ativos. 
Por exempio, o inibidor da tripsina pancreatica 6.000) 
liga-se a tripsina e a inibe. A -antiproteinase 53.000) 
inibe principalmente a elastase de neutrofilos (neutrofilos 
sao um tipo de leucocitos, ou globulos brancos do sangue; a 
elastase e uma protease que age sobre a elastina, um com- 
ponente de alguns tecidos conectivos). A insuficiencia de 
-antiproteinase, que pode ser uma das consequencias do 
habito de fumar, tern sido associada com dano pulmonar, 
incluindo o enfisema. 

As proteases nao sao as unicas proteinas ativadas por 
proteolise. Em outros casos, entretanto, os precursores nao 
sao chamados de zimogenios, mas, de maneira mais geral, 
sao denominados pro-proteinas ou pro-enzimas, confor- 
me for o caso. Por exempio, o colageno (proteina do tecido 
conectivo) e inicialmente sintetizado como precursor so- 
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FIGURA 6-37 Multiplas fosforila^es regulatorias. A enzima glicoge- 
nio-sintase tern pelo menos nove sitios separados, localizados em cinco re- 
gioes, suscetiveis a fosforilagao por uma das proteinas-cinases celulares. Por- 
tanto, a regulagao dessa enzima nao e binaria (liga/desliga), mas e modulada 
finamente com uma grande amplitude em resposta a uma gama de sinais. 


luvel, o pro-colageno. A coagulagao do sangue e mediada 
por uma cascata complicada de ativagoes proteoliticas. A 
fibrina, a protema do coagulo sangmneo, e produzida por 
proteolise do fibrinogenio, a pro-protema inativa. A prote¬ 


ase responsavel por essa ativagao e a trombina (em muitos 
aspectos, semelhante a quimotripsina), a qual, por sua vez, 
e produzida por proteolise de uma pro-protema (nesse caso 
um zimogenio), a pro trombina. 

Uma cascata de zimogenios ativados proteoliticamente 
leva a coagula^ao do sangue 

0 coagulo sanguineo e um agregado de fragmentos celu¬ 
lares denominados plaquetas em ligagoes cruzadas e esta- 
bilizado por fibras proteinaceas formadas principalmente 
por fibrina (Figura 6-39a). A fibrina e derivada de um 
zimogenio denominado de fibrinogenio. Depois das albu- 
minas e globulinas, o fibrinogenio geralmente e o terceiro 
tipo de protema mais abundante no plasma sanguineo. A 
formagao do coagulo sanguineo e um exemplo bem estu- 
dado de cascata regulatoria, mecanismo que proporcio- 
na respostas muito sensiveis a - e amplificagao de - um 
sinal molecular. Essas vias tambem tern varies outros tipos 
de regulagao. 

Nas cascatas regulatorias, um sinal leva a ativagao de 
uma proteina X. A proteina X catalisa a ativagao da pro- 
teina Y. A proteina Y catalisa a ativagao da proteina Z e 
assim por diante. Uma vez que as proteinas X, Y e Z sao 
catalisadores e ativam muitas copias da proteina seguinte 
na cascata, o sinal e amplificado em cada etapa. Em alguns 
cases, a etapa de ativagao envolve a clivagem proteolitica 
e, portanto, a etapa e efetivamente irreversivel. Em outros 
cases, a ativagao e por uma etapa de modificagao como fos- 
forilagao, facilmente reversivel. As cascatas regulatorias 
governam uma grande variedade de processes biologicos, 
incluindo a determinagao do destine das celulas durante 
o desenvolvimento, a deteegao da luz pelos bastonetes da 
retina, a morte celular programada (apoptose) e a coagu- 
lagao sanguinea. 
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FIGURA 6-38 Ativagao de zimogenios por clivagem proteolitica. A 

figura mostra a formagao de quimotripsina e tripsina a partir dos seus zi¬ 
mogenios, quimotripsinogenio e tripsinogenio. As barras representam as 
sequencias de aminoacidos das cadeias polipeptidicas, com os numeros in- 
dicando as posigoes relativas dos residuos (o residuo de aminoacido amino- 
terminal recebe o numero 1). Os residuos nas extremidades dos fragmentos 
polipeptidicos gerados pela proteolise estao indicados nas barras. Observe 
que, na forma ativa final, alguns residuos estao faltando. Lembre que as tres 
cadeias polipeptidicas (A, B e C) da quimotripsina estao unidas por ligagoes 
dissulfeto (ver Figura 6-19). 
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(a) 



I ligagoes cruzadas da fibrina 



FIGURA 6-39 O papel da fibrina na coagula^ao sangumea. (a) 0 coa- 
gulo de sangue consiste em urn agregado de plaquetas (celulas pequenas e 
coloridas) mantidas coesas por moleculas de fibrina ligadas entre si por liga- 
qoes cruzadas. Os eritrocitos (vermelho) sao tambem aprisionados na matriz. 
(b) 0 fibrinogenio, uma proteina soluvel do plasma sanguineo, consiste em 
dois complexes de subunidades a, jS e y (Q! 2 j 82 y 2 )- A remoqao do peptideo 
aminoterminal das subunidades a e jS (nao mostrado) leva a formaqao de 
urn complexo altamente organizado e com ligaqoes cruzadas covalentes, o 
que resulta na formaqao de fibras de fibrina. Os"n 6 s"sao dominios globulares 
nas extremidades resultantes da proteolise das subunidades. 

0 fibrinogenio e um dimero de heterotrimeros (a 2 P 2 y 2 ) 
com tres tipos diferentes, mas evolutivamente relacionados, 
de subunidades (Figura 6-39b). 0 fibrinogenio e converti- 
do em fibrina, e desse modo ativado para coagular o sangue, 
pela remogao proteolitica dos 16 residues de aminoacidos 
das extremidades N-terminais de cada uma das cadeias a e 
dos 14 residues das extremidades N-terminais de cada ca- 
deia j8. A remogao do peptideo e catalisada pela trombina. 
A nova extremidade N-terminal exposta das subunidades a e 
/3 se encaixa perfeitamente nos sitios de ligagao das porgoes 
globulares das extremidades carboxiterminais das subunida¬ 
des 7 e /3, respectivamente. As interagoes sao estabilizadas 
por ligagoes cruzadas geradas pela condensagao de determi- 
nados residues de Lys de uma subunidade com residues de 
Gin de outra subunidade, catalisada por uma transglutamina¬ 
se, 0 fator Xllla. A fibra com ligagoes cruzadas resultante, 
a fibrina, ajuda a manter o coagulo firme. 

A ativagao do fibrinogenio, produzindo fibrina, e o 
ponto final de nao apenas uma, mas de duas cascatas re- 
gulatorias interligadas (Figura 6-40). Uma delas e cha- 
mada de via de ativagao por contato (“contato” refere-se 
a interagao de componentes-chave desse sistema com 
fosfolipideos anionicos presentes na superficie de pla¬ 


quetas no local da ferida). Uma vez que todos os compo- 
nentes dessa via estao presentes no plasma sanguineo, 
ela e tambem chamada de via intrmseca. A segunda via 
e a via tecidual ou via extrmseca. Um dos componentes 
principais dessa via, a proteina fator tissular (TF) nao 
esta presente na corrente sanguinea. A maioria dos fato- 
res proteicos de ambas as vias sao designados por nume- 
ros romanos. Muitos desses fatores sao serino-proteases 
semelhantes a quimotripsina, com os zimogenios precur- 
sores sintetizados no figado e exportados para o sangue. 
Outros fatores sao proteinas regulatorias que se ligam as 
serino-proteases e ajudam a ativa-las. 

A coagulagao do sangue inicia com a ativagao de pla¬ 
quetas - fragmentos celulares especializados sem nucleo 
- circulantes no local da lesao. Devido ao dano tecidual, as 
moleculas de colageno presentes abaixo da camada de ce¬ 
lulas epiteliais que reveste cada vaso sanguineo tornam-se 
expostas ao sangue. A ativagao das plaquetas e principal- 
mente desencadeada por interagao com esse colageno. A 
ativagao leva a apresentagao de fosfolipideos anionicos na 
superficie das plaquetas e a liberagao de moleculas sinali- 
zadoras, como as tromboxanas (p. 371), que ajudam a es- 
timular a ativagao de mais plaquetas. As plaquetas ativadas 
agregam-se no local da lesao, formando um coagulo frouxo. 
A estabilizagao do coagulo agora necessita da fibrina gerada 
pela cascata da coagulagao. 

Via intrmseca Via extrmseca 



FIGURA 6-40 A cascata da coagulagao. As interagoes cruzadas entre as 
vias intrinseca e extrinseca levam a clivagem do fibrinogenio levando a for- 
magao de trombina ativa, como mostrado. As serino-proteases ativas estao 
mostradas em azul. As setas verdes indicam etapas de ativagao e as setas 
vermelhas indicam processes inibitorios. 
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0 papel da via extrinseca e o que vem antes. A lesao 
do tecido expoe o plasma sanguineo ao TF embebido gran- 
demente nas membranas de fibroblastos e celulas do mus¬ 
culo liso que estao logo abaixo da camada endotelial. Ha a 
formagao de um complexo inicial entre TF e fator VII, pre¬ 
sente no plasma sanguineo. 0 fator VII e um zimogenio 
de serino-protease e o TF e uma protelna regulatoria que e 
necessaria para a fungao do fator VII. 0 fator VII e converti- 
do na sua forma ativa, fator Vila, por clivagem proteolltica 
catalisada pelo fator Xa (outra serino-protease). Entao o 
complexo TF-VIIa diva o fator X, criando a sua respectiva 
forma ativa, fator Xa. 

Se TF-VIIa e necessario para clivar X e Xa e necessario 
para clivar TF-VII, como entao se inicia o processo todo? 
Uma pequena quantidade de fator Vila esta presente no 
sangue o tempo todo, quantidade suficiente para formar 
pequenas quantidades do complexo ativo TF-VIIa imediata- 
mente quando da lesao ao tecido. Isso possibilita a formagao 
de fator Xa e estabelece a alga de retroalimentagao inicial. 
Uma vez que os nlveis de fator Xa comegam a se elevar, o 
fator Xa (na forma de complexo com a protelna regulatoria 
fator Va) diva a protrombina na forma ativa trombina e a 
trombina diva o fibrinogenio. 

A via extrinseca proporciona assim uma eclosao de 
trombina. Entretanto, o complexo TF-VIIa e rapidamen- 
te inativado pela protelna inibidora de fator tecidual 
(TFPI) A formagao do coagulo e sustentada pela ativa- 
gao de componentes da via intrlnseca. 0 fator IX e con- 
vertido na serino-protease ativa fator IXa pela protease 
TF-VIIa durante o inlcio da sequencia da coagulagao. 0 
fator IXa, complexado com a protelna regulatoria Villa, 
e relativamente estavel e proporciona uma enzima alter- 
nativa para a conversao proteolltica do fator X a fator Xa. 
Fator IXa ativado pode tambem ser produzido pela seri- 
noprotease fator XIa. A maior parte de XIa e gerada pela 
clivagem do zimogenio fator XI pela trombina, em uma 
alga de retroalimentagao. 

Deixada sem controle, a coagulagao sangulnea pode 
acabar bloqueando os vasos sangulneos, provocando ata- 
que cardlaco. E necessario que haja uma regulagao maior 
ainda. A medida que o coagulo firme (ou coagulo duro) se 
forma vias regulatorias agem para limitar o tempo durante 
o qual a cascata da coagulagao esta ativa. Alem de clivar 
o fibrinogenio, a trombina tambem forma um complexo 
com uma protelna embebida na superflcie do lado vascular 
das celulas endoteliais, a trombomodulina. 0 complexo 
trombina-trombomodulina diva o zimogenio da protease 
protelna C. A protelna C ativada, na forma de complexo 
com uma protelna regulatoria (protelna S), diva e inativa 
os fatores Va e Villa, levando a supressao da cascata toda. 
Outra protelna, antitrombina III (ATIII), e um inibidor 
de serino-protease. ATIII forma um complexo covalente 1:1 
entre um residue de Arg da ATII e o residue de Ser do sltio 
ativo de serino-proteases, especialmente trombina e fator 
Xa. Esses dois sistemas regulatorios, de forma concatena- 
da com TFPI, ajudam a estabelecer um limiar ou nlvel de 
exposigao ao TF necessario para ativar a cascata da coagu¬ 
lagao. Indivlduos com defeitos geneticos que eliminam ou 
diminuem os nlveis sangulneos de protelna C ou de ATIII 


apresentam alto risco de trombose (formagao inapropriada 
de coagulos sangulneos). 

0 controle da coagulagao sangulnea exerce papeis im- 
portantes em medicina, especialmente para evitar que 


o sangue coagule durante cirurgias e em pacientes com ris¬ 
co de ataque cardlaco ou trombose. Do ponto de vista cllni- 
co, varias sao as abordagens disponlveis. A primeira apro- 
veita outra caracterlstica de varias das protelnas da cascata 
da coagulagao e que nao foram ainda consideradas. Os fato¬ 
res VII, IX, X e a protrombina, juntamente com as protelnas 
C e S, tern sltios de ligagao ao calcio cruciais a suas respec- 
tivas fungoes. Nesse caso, os sltios de ligagao ao calcio sao 
formados por modificagoes de varies residues de Glu proxi- 
mos a extremidade N-terminal dessas protelnas transfor- 
mando-os em residues de y-carboxiglutamato (abrevia- 
tura Gla; p. 81). A modificagao de Glu para Gla e catalisada 
por enzimas que dependem da atividade da vitamina K, 
uma vitamina lipossoluvel (p. 374). 0 calcio ligado a essas 
protelnas promove a aderencia dessas protelnas a fosfolipl- 
deos anionicos que aparecem na superflcie de plaquetas 
ativadas, fazendo com que os fatores da coagulagao se loca- 
lizem na area onde o coagulo deve se formar. Antagonistas 
da vitamina K como a varfarina (Coumadina) provaram-se 
altamente eficientes como anticoagulantes. Uma segunda 
abordagem para inibir a coagulagao e a administragao de 
heparina. Heparinas sao polissacarldeos altamente sulfa- 
tados (ver Figuras 7-22 e 7-23). Elas agem como anticoagu¬ 
lantes por aumentarem a afinidade de ATIII pelo fator Xa e 
pela trombina, facilitando a inativagao desses elementos- 
-chave da cascata. Finalmente, a aspirina (acido acetilsali- 
cllico; p. 845) e eficaz como anticoagulante. A aspirina inibe 
a enzima cicloxigenase, necessaria para a produgao de 
tromboxanas. A medida que a aspirina reduz a liberagao de 
tromboxanas pelas plaquetas, a capacidade de agregagao 
das plaquetas diminui. 

Pessoas que nascem com deficiencia em componentes 
da cascata da coagulagao tern uma tendencia ao sangra- 
mento que varia desde leve ate essencialmente incontro- 
lavel, uma condigao fatal. Defeitos geneticos nos genes que 
codificam para protelnas necessarias para a coagulagao 
sangulnea resultam em doengas conhecidas como hemofi- 
lias. A hemofilia A e uma doenga ligada ao sexo que resulta 
da deficiencia de fator VIII. Ela e a hemofilia humana mais 
comum, afetando um em cada 5.000 homens no mundo 
todo. 0 exemplo mais famoso de hemofilia A ocorre na no- 
breza europeia. A rainha Vitoria (1819-1901), sem duvida, 
foi uma portadora. 0 prlncipe Leopoldo, seu oitavo filho, 
sofria de hemofilia A e morreu aos 31 anos apos sofrer uma 
pequena queda. Ao menos duas de suas filhas eram por- 
tadoras e passaram o gene defeituoso para outras famllias 
reais europeias (Figura 6-41). ■ 


Algumas enzimas utilizam varios mecanismos 
regulatorios 

A glicogenio-fosforilase catalisa a primeira reagao da via 
que disponibiliza a glicose armazenada para a via do me- 
tabolismo dos carboidratos que produz energia (Capltulos 
14 e 15). Essa e uma via metabolica muito importante, e a 
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sua regulagao e correspondentemente complexa. Embora a 
regulagao primaria da glicogenio-fosforilase ocorra por mo- 
dificagoes covalentes, como foi resumido na Figura 6-36, a 
glicogenio-fosforilase e tambem modulada alostericamente, 
por AMP, que e um ativador da fosforilase 5, por glicose-6- 
-fosfato e ainda por ATP (ambos inibidores). Alem disso, as 
enzimas que adicionam on removem grupos fosforil sao elas 
proprias reguladas pelos niveis dos hormonios que regulam 
os niveis de agucar no sangue; portanto, todo o sistema e 
sensivel a esses hormonios (Figura 6-42; ver tambem Ca- 
pitulos 15 e 23). 

Outras enzimas com regulagao complexa sao encontra- 
das em entroncamentos importantes de vias metabolicas. 
A glutamina-sintetase de bacterias, que catalisa a reagao 
que introduz nitrogenio reduzido no metabolismo celular 
(Capitulo 22), esta entre as enzimas com regulagao mais 
complexa conhecida. Ela e regulada alostericamente (por 
ao menos oito moduladores diferentes), por modificagoes 
covalentes reversiveis e pela associagao com outras protei- 
nas regulatorias, mecanismo que sera examinado em deta- 
Ihes quando for estudada a regulagao de vias metabolicas 
especificas. 

Qual e a vantagem de tamanha complexidade na regu¬ 
lagao da atividade enzimatica? Este capitulo foi iniciado 
enfatizando a importancia fundamental da catalise para 
a existencia da vida. 0 controle da catalise tambem e 
crucial para a vida. Se todas as possiveis reagoes de uma 
celula fossem catalisadas simultaneamente, as macromo- 
leculas e os metabolitos seriam rapidamente degradados 
em formas quimicas muito mais simples. Em vez disso, as 
celulas catalisam apenas as reagoes que necessitam em 
determinado momento. Quando ha abundancia de recur- 
sos quimicos, as celulas sintetizam e armazenam glicose e 
outros metabolitos. Quando os recursos quimicos sao es- 


cassos, as celulas usam essas reservas como combustivel 
para o metabolismo celular. A energia quimica e usada de 
forma economica e parcelada nas varias vias metabolicas 
de acordo com as necessidades da celula. A disponibili- 
dade de catalisadores poderosos e especificos para cada 
reagao torna possivel a regulagao dessas reagoes. Isso, 
por sua vez, origina a complexa e altamente regulada sin- 
fonia chamada de vida. 

RESUMO 6.5 Enzimas regulatorias 

► A atividade das vias metabolicas nas celulas e regulada 
pelo controle da atividade de determinadas enzimas. 

► A atividade das enzimas alostericas e ajustada pela liga- 
gao reversivel de um modulador em um sitio regulatorio. 
0 modulador pode ser o proprio substrato ou algum ou- 
tro metabolito, sendo que os efeitos do modulador po- 
dem ser inibitorios ou estimulatorios. 0 comportamento 
cinetico das enzimas alostericas reflete interagoes coo- 
perativas entre as subunidades da enzima. 

► Outras enzimas regulatorias sao moduladas por modi¬ 
ficagoes covalentes de grupos funcionais especificos 
que sao necessarios para a atividade. A fosforilagao de 
residues de determinados aminoacidos e uma maneira 
muito comum de regular a atividade de enzimas. 

► Muitas enzimas proteoliticas sao sintetizadas como pre- 
cursores inativos denominados zimogenios, que sao ati- 
vados por hidrolise, a qual remove pequenos fragmentos 
peptidicos. 

► As enzimas em pontos de cruzamento importantes de 
vias metabolicas podem ser reguladas por combinagoes 
complexas de efetores, permitindo a coordenagao das 
atividades de vias interconectadas. 
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Homens estao indicados por quadrados e mulheres por circulos. Homens mulheres supostamente portadoras por circulos em bege. 
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FIGURA 6-42 Regula^ao da atividade da glicogenio-fosforilase mus¬ 
cular por fosforila^ao. A atividade da glicogenio-fosforilase no muscu¬ 
lo e sujeita a urn sistema de regulagao de varios niveis envolvendo muito 
mais do que uma modificagao covalente (fosforilagao), como mostrado na 
Figura 6-36. A participagao da regulagao alosterica e uma cascata regula- 
toria sensivel ao balango hormonal que age sobre as enzimas envolvidas 
na fosforilagao e na desfosforilagao tambem exercem urn papel importan- 
te. A atividade das duas formas da enzima e alostericamente regulada por 
urn ativador (AMP) e por inibidores (glicose-6-fosfato e ATP) que se ligam 
na enzima a sitios independentes. As atividades da fosforilase-cinase e da 
fosforilase-fosfatase 1 (PPl) tambem sao reguladas por modificagoes cova- 


lentes por uma via curta que responde aos hormonios glucagon e epine- 
frina. Urn caminho leva a fosforilagao da fosforilase-cinase e do inibidor da 
fosfoproteina-fosfatase 1 (PPI-1). A fosforilase-cinase fosforilada e ativada 
e, por sua vez, fosforila e ativa a glicogenio-fosforilase. Simultaneamente, 
a PPI-1 fosforilada interage com a PPl, inibindo-a. A PPI-1 tambem se man- 
tem ativa (fosforilada) inibindo a fosfoproteina-fosfatase 2B (PP2B), a enzima 
que a desfosforila (inativando-a). Desse modo, o equilibrio entre as formas 
a e b da glicogenio-fosforilase desloca-se para o lado de mais glicogenio- 
-fosforilase o ativa. Observe que as duas formas de fosforilase-cinase sao 
ativadas em certo grau por ions Ca^^ (nao mostrado). Esta via e discutida 
com mais detalhes nos Capitulos 14,15 e 23. 


Termos-chave 

Os termos em negrito estdo definidos no glossdrio. 


enzima 189 
cofator 190 
coenzima 190 
grupo prostetico 190 
holoenzima 190 
apoenzima 190 
apoprotema 190 
sitio ativo 192 
substrate 192 


estado fundamental 192 
estado de transi^ao 193 
energia de ativa^ao 
(AG*) 193 
intermediario da 
rea^ao 193 
etapa limitante da 
velocidade 193 


constante de equilibrio 

194 

energia de liga^ao 
(A(?b) 195 
especificidade 197 
ajuste induzido 198 
catalise geral 
acidobasica 199 
catalise covalente 200 
cinetica enzimatica 200 
velocidade inicial, Vq 200 


estado pre-estacionario 202 

estado estacionario 202 

cinetica do estado 
estacionMo 202 
hipotese do estado 
estacionMo 202 

constante de Michaelis 

CKJ 202 

equa^ao de Michaelis- 
-Menten 203 
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cinetica de Michaelis- 
-Menten 203 
equa^ao de Lineweaver- 
-Burk 204 

constante de dissocia^ao 

CKJ 203 
fcca. 204 

numero de renova^ao 
(J:urnover) 205 
inibi^ao reversivel 207 
inibidor competitivo 207 
inibidor 

incompetitivo 208 
inibidor misto 208 

inibigao nao competitiva 208 
inibidores irreversiveis 210 

inativadores suicidas 210 
analogo do estado de 
transigao 210 


serino-proteases 218 
enzima regulatoria 226 
enzima alosterica 226 

modulador alosterico (efetor 
alosterico) 226 

proteinas-cinases 229 
proteina-fosfatases 229 
zimogenio 231 

pro-proteinas 

(pro-enzimas) 231 

cascata regulatoria 232 
fibrinogenio 233 

trombina 233 
fibrina 233 

via intrinseca 233 
via extrinseca 233 
aspirina 234 


Leituras adicionais 

Gerais 

Evolution of Catalytic Function (1987) Cold Spring Harb. Sump. 
Quant. Biol. ^2,. 

Colegao de excelentes artigos sobre os principios; continua sendo 
muito util. 

Fersht, A. (1999) Structure and Mechanism in Protein Science: 

A Guide to Enzyme Catalysis and Protein Folding , W. H. Freeman 
and Company, New York. 

Uma introdugao concisa claramente apresentada. Mais avangado. 

Frey, P.A. & Hegeman, A.D. (2006) Enzimatic Reaction 
Mechanisms, Oxford University Press, New York. 

Fonte competente e atualizada das reagoes que ocorrem nos 
sistemas vivos. 

Jencks, W.P. (1987) Catalysis in Chemistry and Enzymology, 
Dover Publications, Inc. New York. 

Livro importante sobre o assunto. Mais avangado. 

Kornberg, A. (1989) For the Love ofEmzymes: the Odyssey of a 
Biochemistry, Harvard University Press, Cambridge, MA. 

Principios da catalise 

Amyes, T.L., O’Donoghe, A.C., & Richard, J.P. (2001) 
Contribution of phosphate intrinsic binding energy to the enzjnnatic 
rate aceleration for triosephosphate isomerase. J. Am. Chem. Soc. 
123, 11,325-11,326. 

Gutteridge, A. & Thornton, J.M. (2005) Understanding nature’s 
catalytic toolkit. Trends Biochem. Sci. 30, 622-629. 

Uma boa discussao sobre de onde vem a energia de ligagao e 
como ela e usada. 

Hammes-Schiffer, S. & Benkovic, S.J. (2006) Relating protein 
motion to catalysis. Rev. Biochem. 75, 519-541. 

Uma boa descrigao sobre a importancia do movimento das 
protemas na catalise. 

Hansen, D.E. & Raines, R.T. (1999) Binding energy and enzymatic 
catalysis. J. Chem. Edu. 67, 483-489. 

Uma boa oportunidade para o estudante iniciante melhorar o 
entendimento dos principios basicos. 

Harris, T.K. & Turner, G. J. (2002) Structural basis of perturbed 
piC^ values of catalytic groups in enzyme active sites. lUBMB Life 53, 
85-98. 


Kraut, D.A., Caroll, K.S., & Herschlang, D. (2003) Challenges in 
enzyme mechanism and energetics. Arz,??,. Rev. Biochem. 72, 517-571. 

Bom resumo sobre os principios da catalise enzimatica da maneira 
como ela e entendida hoje e sobre o que ainda se desconhece. 

Schramm, V.L. (1998) Enzymatic transition states and transition 
state analog design. Ann. Rev. Biochem. 67, 693-720. 

llustragao muito boa dos principios apresentados neste capitulo. 

Williams, D.H. (2010) Enzyme catalysis from improved packing in 
their transition-state structures. Curr. Opin. Chem. Biol. 14, 666-670. 

Wolfenden, R. (201) Benchmark reaction eras, the stability of 
biologycal molecules in water, and the evolution of catalytic power in 
enzymes. Ann. Rev. Biochem. 80, 645-667. 

Cinetica 

Cleland, W.W. (2002) Enzyme kinectics: steady state. In 
Encyclopedia of Life Sciences, John Willey & Sons, Inc.AVilley 
Interscience, www.els.net 

Apresentagao clara e concisa dos principios basicos. 

Raines, R.T. & Hansen, D.E. (1988) An intuitive approach to 
steady-state kinetics. J. Chem. Educ. 65, 757-759. 

Exemplosde enzimas 

Babbit, P.C. & Gerit, J.A. (1997) Understanding enzyme 
superfamilies: chemistry as the fundamental determinant in the 
evolution o new catalytic activities. J. Biol. Chem. 27, 30, 591-30, 594. 

Descrigao interessante da evolugao de enzimas com diferentes 
especificidades cataliticas e o uso de um limitado repertorio de 
motives estruturais proteicos. 

Babbit, P.C, Hasson, M.S., Wdekind, J.E., Palmer, D.R.J., 
Barret, W.C., Reed, G.H., Rayment, I., Ringe, D., Kenyon, G.L., 
& Gerit, J.A. (1996) The enolase superfamily: a general strategy for 
enzyme-catalyzed abstraction of the a-protons of carboxylic acids. 
Biochemistry, 35, 16, 489-1, 501. 

Kirby, A.J. (2002) The lysozyme mechanism sorted - after 50 years. 
Nat. Struct. Biol. 8, 737-739. 

Bela discussao sobre o poder catalitico das enzimas e dos 
principios envoMdos. 

Enzimas regulatorias 

Chageux, J.-P. (2012) Allostery nad the Monod-Wyman-Changeux 
model after 50 yesLYs.Annu. Rev. Biophys. 41, 83-113. 

Ehrmann, M. & Clausen, T. (2004) Proteolysis as a regulatory 
mechanism. At^tz. Rev. Genet. 38, 709-724. 

Hunter, T. & Plownan, G.D. (1997) The protein kinases of buding 
yeast: six score and more. Trends Biochem. Sci. 22, 18-22. 

Detalhes sobre a variedade destas importantes enzimas em um 
modelo eucarioto. 

Johnson, L.N. & Barford, D. (1993) The effects of phosphorylation 
on the structure and function of proteins. Ann. Revb. Biophys. 
Biomol. Struct. 22, 199-232. 


Problemas 

1. Preservando o sabor doce do milho. 0 sabor doce do 
milho recem-colhido deve-se a um alto conteudo de agucar no 
grao. 0 milho comprado em mercados (varies dias depois de co- 
Ihido) nao e tao doce porque 50% do agucar livre e convertido 
em amido no primeiro dia apos a colheita. Para manter a dogura 
do milho fresco, depois de debulhado o milho pode ser imerso 
em agua fervente por alguns minutes e entao resfriado com agua 
fria. 0 milho processado dessa maneira e mantido congelado 
mantem a dogura. Qual e a base bioquimica desse processo? 
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2. Concentra^ao intracelular das enzimas. Para ter 
uma ideia da concentragao real das enzimas em uma celula 
bacteriana, suponha que o citosol da celula contem a mesma 
concentragao de 1.000 enzimas diferentes e que cada pro- 
teina tenha uma massa molecular de 100.000. Suponha tam- 
bem que a celula bacteriana seja um cilindro (diametro de 
1,0 jutm, comprimento de 2,0 jam), que o citosol (gravidade 
especifica de 1,20) tenha 20% (por peso) de protemas solu- 
veis e que as protemas soluveis sejam constituidas apenas de 
enzimas. Calcule a concentragao molar media de cada enzi- 
ma nesta celula hipotetica. 

3. Aumento da velocidade pela urease. A enzima ure¬ 
ase aumenta a velocidade da hidrolise da ureia em pH 8,0 e 
20°C por um fator de 10^^. Se uma dada quantidade de urease 
pode hidrolisar completamente certa quantidade de ureia em 
5 minutes a 20°C e pH 8,0, quanto tempo levaria para que essa 
mesma quantidade de ureia fosse hidrolisada sob as mesmas 
condigoes na ausencia de urease? Suponha que ambas as rea- 
goes ocorram em sistemas estereis, de mode que a ureia nao 
possa ser atacada por bacterias. 

4. Protegao das enzimas contra a desnaturagao pelo 
calor. Quando uma solugao de enzima e aquecida, ha perda 
progressiva da atividade catalitica com o tempo, devLdo a des- 
naturagao da enzima. Uma solugao da enzima hexocinase incu- 
bada a 45°C perde 50% da atividade em 12 minutes, mas, quan¬ 
do incubada a 45°C na presenga de uma grande quantidade de 
um dos seus substrates, ela perde apenas 3% da atividade em 
12 minutes. Sugira uma explicagao para a desnaturagao termi- 
ca da hexocinase retardar quando um dos seus substrates esta 
presente. 

5. Exigencias dos sitios ativos das enzimas. A carboxi- 
peptidase, que remove sequencialmente residues de aminoa- 
cidos carboxiterminais de substrates peptidicos, e um poli- 
peptideo unico de 307 aminoacidos. Os dois grupos cataliticos 
essenciais do sitio ativo sao fornecidos por Arg^^^ e Glu^^°. 

(a) Se a cadeia da carboxipeptidase fosse uma helice a per- 
feita, quao distante (em A) a Arg^^^ estaria do Glu^^°? (Dica: ver 
Figura 4-4a.) 

(b) Explique como entao os dois residues de aminoacidos 
podem catalisar uma reagao que ocorre em uma distancia de 
poucos angstroms. 

6. Ensaio quantitativo da lactato-desidrogenase. A en¬ 
zima muscular lactato-desidrogenase catalisa a reagao 


7. Efeito das enzimas sobre as reagoes. Quais dos se- 
guintes efeitos ocorreriam se uma enzima catalisasse a reagao 

k, [P] 

S P quando = — 

k2 [o\ 

(a) Diminuigao em (b) aumento em (c) aumento 
em A'q; (d) aumento em AG"^; (e) diminuigao em AG^; (f) AG'° 
mais negative; (g) aumento de k^. 

8. Relagoes entre a velocidade da reagao e a concen¬ 
tragao do substrato: equagao de Michaelis-Menten. 

(a) Qual a concentragao de substrato para que uma enzima 
com k^^^ de 30,0 s“^ e de 0,0050 m opere com um quarto da 
velocidade maxima? 

(b) Determine a fragao da que seria obtida nas seguin- 
tes concentragoes de substrato [S]: % K^, 2 K^e 10 K^. 

(c) Enzimas que catalisam a reagao X Y sao isoladas 
de duas especies de bacterias. As enzimas possuem mesma 
^maxj diferentes valores de para o substrato X. A en¬ 
zima A tern de 2,0 jaM enquanto a enzima B tern de 
0,5 juiM. 0 grafico abaixo mostra as cineticas das reagoes ca- 
talisadas pela mesma concentragao de cada uma das enzimas 
e com [X] = 1 jULM. Qual curva corresponde a cada uma das 
enzimas? 



9. Aplicagao da equagao I de Michaelis-Menten. Um 

grupo de pesquisadores descobriu uma nova versao da felicida- 
se, que eles denominaram de felicidase*, que catalisa a reagao 
quimica 

FELICIDADE TRISTEZA 


O 

II 

CH 3 —c— COO- + NADH + H+ 
Piruvato 


OH 

I 

CH 3 -C-COO- + NAD+ 
H 

Lactato 


NADH e NAD^ sao, respectivamente, a forma reduzida e a for¬ 
ma oxidada da coenzima NAD. Solugoes de NADH, mas nao 
de NAD^, absorvem luz em 340 nm. Essa propriedade e usada 
para determinar a concentragao de NADH em solugao medindo 
em espectrofotometro a quantidade de luz absorvida pela solu¬ 
gao em 340 nm. Explique como essas propriedades da NADH 
podem ser usadas para planejar um ensaio quantitativo da lac¬ 
tato-desidrogenase. 


Os pesquisadores iniciaram a caracterizagao da enzima. 

(a) No prlmeiro experimento, com [EJ de 4 nM, eles obser- 
varam que a e 1,6 jaM s“\ Com base nesse experimento, 
qual e o k^^^ da felicidase*? (Coloque as unidades apropriadas.) 

(b) Em outro experimento, com [EJ de 1 nM de [FELICI¬ 
DADE] de 30 jiLM, os pesquisadores observaram que Uq = 300 
UM s“\ Qual o medido para a felicidase* para o substrato 
FELICIDADE? (Coloque as unidades apropriadas.) 

(c) Pesquisas posteriores mostraram que a felicidase* puri- 
ficada que foi usada no primeiro experimento estava contami- 
nada com um inibidor reversivel denominado RAIVA. Quando 
RAIVA foi totalmente removida da preparagao de felicidase* e 
os dois experimentos foram repetidos, a em (a) aumentou 
para 4,8 (jlm s“^ e o em (b) passou a 15 juM. Para a inibigao 
por RAIVA, calcule os valores de a e a'. 

(d) Com base nas informagoes dadas, diga qual e o tipo da 
inibigao por RAIVA. 
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10. Aplica^ao da equagao II de Michaelis-Menten. Ou- 

tra enzima foi encontrada e ela catalisa a reagao 

Os pesquisadores verificaram que o para o substrate A e 
4 jLLM e o e 20 min“\ 

(a) Em um experimento, [A] = 6 mM e a velocidade inicial, 
Vq, e 480 UM min“\ Qual foi a [EJ usada nesse experimento? 

(b) Em outro experimento, [EJ = 0,5 jirM e a Fq = 3 (jlm 
min“\ Qual a [A] usada no experimento? 

(c) Foi verificado que o composto Z e um inibidor competi¬ 
tive muito potente dessa enzima, com o; de 10. Em um experi¬ 
mento com a mesma [EJ usada na parte (a), mas com diferente 
[A], e adicionada uma quantidade de Z que reduz a velocidade 
Vq para 240 um min~\ Qual a [A] usada no experimento? 

(d) Com base nos parametros cineticos dados, pode-se 
concluir que essa enzima evoluiu atingindo a perfeigao cataliti- 
ca? Explique brevemente a resposta usando o(s) parametro(s) 
cinetico(s) que define (m) a perfeigao catalitica. 

11. Estimativa da e do por inspegao. Embora 
haja disponibilidade de metodos graficos para a determinagao 
precisa da e do de uma reagao catalisada por enzimas 
(ver Quadro 6-1), algumas vezes essas grandezas podem ser 
rapidamente estimadas pelo exame dos valores de Vq aumen- 
tando [S]. Estime os valores de e de da reagao catalisa¬ 
da por enzima na qual foram obtidos os seguintes dados. 




2,5 

X 

10"® 

28 

4,0 

X 

10^ 

40 

1 

X 

10"® 

70 

2 

X 

10"® 

95 

4 

X 

10"® 

112 

1 

X 

10"® 

128 

2 

X 

10"® 

139 

1 

X 

10"® 

140 


12. Propriedades de uma enzima da sintese de pros- 
taglandinas. As prostaglandinas pertencem a uma classe de 
eicosanoides (derivados de acidos graxos com uma diversidade 
de agoes extremamente potentes sobre os tecidos de vertebra- 
dos). Sao responsaveis pela produgao de febre, inflamagao e 
dores associadas. As prostaglandinas sao derivadas do acido 
araquidonico, um acido graxo de 20 carbonos, por uma reagao 
catalisada pela enzima prostaglandina-endoperoxido-sintase. 
Essa enzima, uma ciclo-oxigenase, utiliza oxigenio para con¬ 
verter acido araquidonico em PGGg, o precursor direto de mui- 
tas prostaglandinas diferentes (a sintese das prostaglandinas 
esta descrita no Capitulo 21). 

(a) Os dados cineticos abaixo sao de uma reagao catalisada 
pela prostaglandina-endoperoxido-sintase. Focando nas pri- 
meiras duas colunas, determine 7^^ e da enzima. 


[Acido 

araquidonico] 

(mM) 

Velocidade de 
forma^ao de PGG 2 
(mM/min) 

Velocidade de forma^ao de PGG 2 em 
presen^a de 10 mg/mL de ibuprofeno 
(mM/min) 

0,5 

23,5 

16,67 

1,0 

32,2 

25,25 

1,5 

36,9 

30,49 

2,5 

41,8 

37,04 

3,5 

44,0 

38,91 


(b) Ibuprofeno e um inibidor da prostaglandina-endopero- 
xido-sintase. Ao inibir a sintese das prostaglandinas, o ibupro¬ 
feno reduz a inflamagao e a dor. Utilizando os dados da pri- 
meira e da terceira coluna da tabela acima, determine o tipo 
de inibigao que o ibuprofeno provoca na endoperoxido-sintase. 

^ 13. Analise grafica da e do K^. Os seguintes da¬ 
dos foram obtidos em experimentos feitos durante um estudo 
sobre a atividade de uma peptidase intestinal sobre o substrate 
glicilglicina. 

Glicilglicina + H2O ^ 2 glicina 


Produto formado 
[S] (mM) (p.mol/min) 


1,5 

0,21 

2,0 

0,24 

3,0 

0,28 

4,0 

0,33 

8,0 

0,40 

16,0 

0,45 


Use a analise grafica (ver Quadro 6-1 e o grafico interativo as- 
sociado) para determinar o K^e a desta preparagao de 
enzima sobre esse substrate. 

14. Equagao de Eadie-Hofstee. Existem varias maneiras 
de transformar a equagao de Michaelis-Menten e fazer grafi¬ 
cos com os dados, cada uma delas com diferentes vantagens, 
dependendo do conjunto de dados a ser analisado. Uma das 
transformagoes da equagao de Michaelis-Menten e a equagao 
de Lineweaver-Burk, ou de duplo-reciproco. Multiplicando am- 
bos os lados da equagao de Lineweaver-Burk por e rear- 
ranjando, obtem-se a equagao de Eadie-Hofstee: 

1^0 = 

[DJ 

Um grafico de Vq versus Uo/[S] para uma reagao catalisada por 
uma enzima esta mostrado a seguir. A curva azul foi obtida na 
ausencia de inibidor. Quais das outras curvas (A, B ou C) mos- 
tram a atividade da enzima quando um inibidor competitivo e 
adicionado a mistura de reagao? Dica: Ver Equagao 6-30. 



15. O numero de renovagao da anidrase carbonica. A 

anidrase carbonica dos eritrocitos (M^ 30.000) tern um dos nu- 
meros de renovagao mais altos conhecidos. Ela catalisa a hidra- 
tagao reversivel do COg: 
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H2O + CO2 H2CO3 

Este e um processo importante no transporte de COg dos te- 
cidos para os pulmoes. Se 10,0 jitg de anidrase carbonica pura 
catalisam a hidratagao de 0,30 g de COg em 1 min a 37°C em 
Knax^ qual e o numero de renovagao da anidrase carbonica 
(em unidades de min“^)? 

16. Dedugao da equagao de equilibrio da inibigao com- 
petitiva. A equagao de velocidade de uma enzima sujeita a 
inibigao competitiva e 

^max[S] 

° + [S] 

Iniciando com uma nova definigao de enzima total como 
[E,] = [E] + [ES] + [El] 

e as definigoes de a eK. fornecidas no texto, deduza a equagao 
de velocidade acima. Use a derivagao da equagao de Michaelis- 
-Menten como um guia. 

17. Inibigao irreversivel das enzimas. Muitas enzimas 
sao inibidas irreversivelmente por 10ns de metais pesados 
como Hg^^, on Ag^, que podem reagir com grupos sulfidril 
para formar mercaptanas: 

Enz-SH + Ag+ -> Enz-S-Ag + H+ 

A afinidade de Ag^ por grupos sulfidril e tao grande que Ag^ 
pode ser utilizado para titular quantitativamente grupos -SH. 
A 10,0 mL de uma solugao contendo 1,0 mg/mL de enzima 
pura, um pesquisador adicionou uma quantidade de AgNOg 
suficiente para inativar completamente a enzima, no total de 
0,342 jutmol de AgNOg. Calcule a massa molecular minima da 
enzima. Por que o valor obtido dessa maneira pode dar apenas 
a massa molecular minima? 


zimas conhecidas como fosfatases acidas. Elas hidrolisam este- 
res de fosfato biologicos sob condigoes levemente acidas 
(pH 5,0): 


T d 18. Aplicagoes clinicas de diferentes inibidores 
__ de enzimas. 0 soro humano contem uma classe de en- 


R—O—P—O- + H2O 
O 


o- 

I 

R—OH + HO—P—O- 

II 

O 


As fosfatases acidas sao produzidas por eritrocitos, pelo figado, 
pelos rins, pelo bago e pela glandula da prostata. A enzima da 
prostata tern importancia clinica porque um aumento da sua 
atividade no sangue pode ser um indicative de cancer de pros¬ 
tata. A fosfatase da prostata e inibida fortemente pelo ion tarta- 
rato, enquanto as fosfatases dos outros tecidos nao. Como essa 
informagao pode ser usada para desenvolver uma metodologia 
para medir a atividade da fosfatase acida prostatica no sangue? 


farmaco acetazolamida, utilizado como diuretico (i.e., para au- 
mentar a produgao de urina) e para diminuir a pressao exces- 
sivamente alta no olho (devido ao acumulo de fluido intraocu¬ 
lar) no glaucoma. A anidrase carbonica tern um papel 
importante nesse e em outros processes de secregao, pois par- 
ticipa na regulagao do pH e do conteudo de bicarbonate de va¬ 
ries fluidos corporals. A curva experimental da velocidade ini- 
cial (como porcentagem de dessa reagao da anidrase 
carbonica versus [S] esta ilustrada abaixo (curva superior). 


T 


19. Inibigao da anidrase carbonica por acetazola¬ 
mida. A anidrase carbonica e fortemente inibida pelo 


Quando o experlmento e repetido na presenga de acetazolami¬ 
da, e obtida a curva inferior. A partir da inspegao das curvas e 
do seu conhecimento das propriedades cineticas de inibidores 
competitivos e mistos, determine a natureza da inibigao por 
acetazolamida. Explique o raciocinio usado. 



[S] (mM) 

20. Efeitos dos inibidores reversiveis. Derive a expres- 
sao do efeito de um inibidor reversivel sobre o observado 
(K^ aparente = aKJa'y Inicie com a Equagao 6-30 e o conceito 
de que o aparente e equivalente a [S] quando Vq = V^^J2a'. 

21. pH otimo da lisozima. 0 sitio ativo da lisozlma contem 
dois residues de aminoacidos essenciais para a catalise: Glu^^ 
e Asp^^. Os valores de pTC^ dos carboxilas das cadeias laterals 
desses residues sao 5,9 e 4,5, respectivamente. Qual e o estado 
de ionizagao (protonado ou desprotonado) de cada residue em 
pH 5,2, o pH otimo da lisozlma? Como os estados de ionizagao 
desses residues podem explicar o perfil pH-atividade da lisozi¬ 
ma mostrado a seguir? 



^ 22. Trabalhando com cinetica. Va para o grafico intera- 
tivo do Capitulo 6. 

(a) Usando o grafico interativo da Equagao 6-9, crie um gra¬ 
fico V versus [Sj. Use = 100 ixm e = 10 juM. Quanto 
Vq aumenta quando [S] duplica, de 0,2 para 0,4 fjLU? Qual o Vq 
quando [S] = 10 (jlm? Quanto aumenta Vq quando [S] aumenta 
de 100 para 200 fjLU? Observe como o grafico muda quando os 
valores de ou de dlminuem pela metade ou duplicam. 

(b) Usando o grafico interativo para a Equagao 6-30 e os 
partoetros cineticos em (a), crie um grafico no qual tanto a 
como a' sao 1,0. Observe agora como o grafico muda quando 
a = 2,0; quando a' = 3,0; e quando o; = 2,0 e o;' = 3,0. 
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(c) Usando o grafico interativo para a Equagao 6-30 e a 
equagao de Lineweaver-Burk do Quadro 6-1, crie um grafico 
de Lineweaver-Burk (duplo-reciproco) para todos os casos em 

(a) e (b). Quando a = 2,0, a intersecgao de x desloca-se para a 
direita on para a esquerda? SeQ! = 2,0eQ!' = 3,0,a intersecgao 
de X desloca-se para a direita on para a esquerda? 


Problema de analise de dados 

23. Explorando e modificando a lactato-desidrogenase. 

0 exame da estrutura das enzimas leva a hipoteses sobre as 
relagoes entre os diferentes aminoacidos da estrutura proteica 
e a fungao da proteina. Uma maneira de testar essas hipoteses 
e usar a tecnologia do DNA recombinante para gerar versoes 
mutantes da enzima, e entao examinar a estrutura e a fungao 
dessas formas alteradas. A tecnologia utilizada para isso esta 
descrita no Capitulo 9. 

Um exemplo desse tipo de analise e o trabalho de A. R. 
Clarke e colegas sobre a enzima lactato-desidrogenase, publi- 
cado em 1989. A lactato-desidrogenase (LDH) catalisa a redu- 
gao do piruvato por NADH, formando lactato (ver Segao 14.3). 
Um esquema do sitio ativo da enzima e mostrado a seguir, com 
o piruvato no centro. 



0 mecanismo de reagao e similar a muitas redugoes de 
NADH (Figura 13-24). De maneira geral, ele e o inverse das 
etapas © e 0 mostradas na Figura 14-8. 0 estado de transigao 


envolve um grupo carboxil fortemente polarizado da molecula 
do piruvato, conforme mostrado a seguir: 

CHg 

U 

o— 



(a) Uma forma mutante da LDH na qual a Arg^°^ foi subs- 
titnida por Gin apresenta apenas 5% da ligagao ao piruvato e 
0,07% da atividade da enzima do tipo selvagem. Elabore uma 
explicagao plausivel para os efeitos dessa mutagao. 

(b) A forma mutante da LDH na qual a Arg^^^ foi substi- 
tuida por Lys apresenta apenas 0,05% do nivel de ligagao ao 
substrate da enzima do tipo selvagem. Por que esse drastico 
efeito causa surpresa? 

(c) Na estrutura cristalina da LDH, o grupo guanidino da 
Arg^^^ e o grupo carboxil do piruvato sao alinhados em uma 
configuragao bifurcada coplanar, como mostrado. Com base 
nessa informagao, elabore uma explicagao plausivel para o efei¬ 
to dramatico da substituigao da Arg^^^ por Lys. 

(d) Uma forma mutante da LDH na qual a lle^^° foi substitu- 
ida por Gin mostra uma ligagao diminuida com NADH. Elabore 
uma explicagao plausivel para esse resultado. 

Clarke e colegas tambem prepararam uma ver sao mutante 
da LDH que ligaria e reduziria o oxaloacetato no lugar do piru¬ 
vato. Eles fizeram uma unica substituigao, trocando Gln^°^ por 
Arg. A enzima resultante reduz oxaloacetato a malato e nao 
consegue mais reduzir piruvato a lactato. Portanto, a LDH e 
convertida em malato-desidrogenase. 

(e) Faga um esquema do sitio ativo deste mutante da LDH 
com oxaloacetato ligado. 

(f) Por que essa enzima mutante usa agora oxaloacetato 
como substrato em vez de piruvato? 

(g) Os autores ficaram surpresos com o fato de que a subs- 
tituigao por um aminoacido maior no sitio ativo possibilita a 
ligagao de um substrato maior. Formule uma explicagao plausi¬ 
vel para esse resultado. 
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O s carboidratos sao as biomoleculas mais abundantes 
na Terra. A cada ano, a fotossmtese converte mais 
de 100 bilboes de toneladas metricas de COg e HgO 
em celulose e outros produtos vegetais. Alguns carboi¬ 
dratos (agucar e amido) sao os principais elementos da 
dieta em muitas partes do mundo, e sua oxidagao e a prin¬ 
cipal via de produgao de energia na maioria das celulas 
nao fotossinteticas. Polimeros de carboidratos (tambem 
chamados de glicanos) agem como elementos estruturais 
e protetores nas paredes celulares bacterianas e vegetais 
e tambem nos tecidos conectivos animais. Outros polime- 
ros de carboidratos lubrificam as articulagoes e auxiliam 
o reconhecimento e a adesao intercelular. Polimeros de 
carboidratos complexos covalentemente ligados a pro- 
teinas on lipideos atuam como sinais que determinam a 
localizagao intracelular on o destino metabolico dessas 
moleculas hibridas, chamadas de glicoconjugados. Este 
capitulo introduz as principais classes de carboidratos e 
glicoconjugados e traz alguns exemplos de sens muitos 
papeis estruturais e funcionais. 

Carboidratos sao poli-hidroxialdeidos on poli-hidroxi- 
cetonas, on substancias que geram esses compostos quan- 
do hidrolisadas. Muitos carboidratos tern a formula empiri- 
ca CCH20)^; alguns tambem contem nitrogenio, fosforo ou 
enxofre. 

Existem tres classes principais de carboidratos: mo¬ 
nossacarideos, dissacandeos e polissacarideos (a palavra 
“sacarideo” e derivada do grego sakcharon, que significa 
“agucar”). Os monossacarideos, ou agucares simples, sao 
constituidos por uma unica unidade poli-hidroxicetona ou 
poli-hidroxialdeido. 0 monossacarideo mais abundante na 
natureza e o agucar de 6 carbonos D-glicose, algumas vezes 
chamado de dextrose. Monossacarideos de quatro ou mais 
carbonos tendem a formar estruturas ciclicas. 


Os oligossacarideos consistem em cadeias curtas de 
unidades de monossacarideos, ou residuos, unidas por liga- 
goes caracteristicas chamadas de ligagoes glicosidicas. Os 
mais abundantes sao os dissacarideos, com duas unidades 
de monossacarideos. Um dissacarideo tipico e a sacarose 
(agucar de cana), constituido pelos agucares de seis car¬ 
bonos D-glicose e D-frutose. Todos os monossacarideos e 
dissacarideos comuns tern nomes terminados com o sufixo 
“-ose”. Em celulas, a maioria dos oligossacarideos constitui¬ 
dos por tres ou mais unidades nao ocorre como moleculas 
livres, mas sim ligada a moleculas que nao sao agucares (li¬ 
pideos ou proteinas), formando glicoconjugados. 

Os polissacarideos sao polimeros de agucar que con¬ 
tem mais de 20 unidades de monossacarideo; alguns tern 
centenas ou milhares de unidades. Alguns polissacarideos, 
como a celulose, tern cadeias lineares; outros, como o glico- 
genio, sao ramificados. Ambos sao formados por unidades 
repetidas de D-glicose, mas diferem no tipo de ligagao gli- 
cosidica e, em consequencia, tern propriedades e fungoes 
biologicas notavelmente diferentes. 

7.1 Monossacarideos e dissacandeos 

Os mais simples dos carboidratos, os monossacarideos, sao 
aldeidos ou cetonas com dois ou mais grupos hidroxila; os 
monossacarideos de seis carbonos, glicose e frutose, tern 
cinco grupos hidroxila. Muitos dos atomos de carbono aos 
quais os grupos hidroxila estao ligados sao centros quirais, 
o que origina os muitos estereoisomeros de agucares en- 
contrados na natureza. Esse estereoisomerismo e biologi- 
camente importante porque as enzimas que agem sobre os 
agucares sao absolutamente estereoespecificas, normal- 
mente preferindo um estereoisomero a outro por tres ou 
mais ordens de magnitude, como demonstrado pelos seus 
valores de ou constantes de ligagao. E tao dificil encai- 
xar o estereisomero errado dentro do sitio de ligagao de 
uma enzima quanto e dificil colocar a sua luva esquerda na 
sua mao direita. 

Inicialmente sao descritas as familias de monossacaride¬ 
os com esqueletos de tres a sete carbonos - suas estruturas, 
as formas estereoisomericas e os meios para representar as 
estruturas tridimensionais no papel. Depois sao discutidas 
algumas reagoes quimicas dos grupos carbonil de monossa¬ 
carideos. Uma dessas reagoes, a adigao de um grupo hidro- 
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xila que e parte da mesma molecula, gera formas ciclicas 
com esqueletos de quatro ou mais carbonos (as formas que 
predominam em solugao aquosa). 0 fechamento desse anel 
cria um novo centro quiral, adicionando ainda mais comple- 
xidade a essa classe de compostos. A nomenclatura para es- 
pecificar sem ambiguidades a configuragao de cada atomo 
de carbono em uma forma ciclica e os meios para represen- 
tar essas estruturas no papel sao, portanto, descritos com 
alguns detalhes; essas informagoes serao uteis quando for 
discutido o metabolismo dos monossacandeos na Parte II 
deste livro. Sao apresentados tambem alguns importantes 
derivados de monossacandeos encontrados em capitulos 
posteriores. 

As duas familias de monossacandeos sao 
aldoses e cetoses 

Os monossacarideos sao solidos cristalinos e incolores 
plenamente soluveis em agua, mas insoluveis em solven- 
tes apolares. A maioria tern sabor adocicado (ver Quadro 
7-2, p. 254). Os esqueletos dos monossacandeos comuns 
sao compostos por cadeias de carbono nao ramificadas, 
nas quais todos os atomos de carbono estao unidos por 
ligagoes simples. Nessa forma de cadeia aberta, um dos 
atomos de carbono esta ligado duplamente a um ato¬ 
mo de oxigenio, formando um grupo carbonil; os outros 
atomos de carbono estao ligados, cada um, a um grupo 
hidroxila. Quando o grupo carbonil esta na extremidade 
da cadeia de carbonos (isto e, em um grupo aldeido), o 
monossacarideo e uma aldose; quando o grupo carbonil 
esta em qualquer outra posigao (em um grupo cetona), o 
monossacarideo e uma cetose. Os monossacandeos mais 
simples sao as duas trioses de tres carbonos: gliceralde- 
idos (aldotrioses) e di-hidroxiacetonas (cetotrioses, ver 
Figura 7-la). 

Monossacarideos com quatro, cinco, seis e sete atomos 
de carbono no esqueleto sao chamados, respectivamente, 
de tetroses, pentoses, hexoses e heptoses. Existem aldoses 
e cetoses para cada um desses comprimentos de cadeia: al- 
dotetroses e cetotetroses, aldopentoses e cetopentoses, e 
assim por diante. As hexoses, que incluem a aldo-hexose 


D-glicose e a ceto-hexose D-frutose (Figura 7-lb), sao os 
monossacarideos mais comuns na natureza - os produtos 
da fotossintese e os intermediarios-chave das sequencias 
de reagoes produtoras de energia centrais da maioria dos 
organismos. As aldopentoses D-ribose e 2-des6xi-D-ribose 
(Figura 7-lc) sao componentes dos nucleotideos e dos aci- 
dos nucleicos (Capitulo 8). 

Monossacandeos tern centros assimetricos 

Todos OS monossacarideos, com excegao da di-hidroxiace- 
tona, contem um ou mais atomos de carbono assimetricos 
(quirais) e, portanto, ocorrem em formas isomericas op- 
ticamente ativas (p. 17-18). A aldose mais simples, o gli- 
ceraldeido, contem um centro quiral (o atomo de carbono 
central) e assim tern dois isomeros opticos diferentes, ou 
enantiomeros (Figura 7-2). 

CONVEN^AO-CHAVE: Um dos dois enantiomeros do gliceral- 
deido e, por convengao, designado isomero d, e o outro 
e isomero l. Assim como para outras biomoleculas com 
centros quirais, as configuragoes absolutas dos agucares 
sao conhecidas a partir de cristalografia por raios X. Para 
representar estruturas tridimensionais de agucares no 
papel, em geral sao utilizadas as formulas de projegao 
de Fischer (Figura 7-2). Nas formulas de projegao de 
Fischer, as ligagoes horizontais se projetam para fora do 
piano do papel, em diregao ao leitor; as ligagoes verticais 
se projetam para tras do piano do papel, distanciando-se 
do leitor. ■ 

Geralmente, uma molecula com n centros quirais pode 
ter 2"" estereoisomeros. 0 gliceraldeido tern 2^ = 2; as aldo- 
-hexoses, com quatro centros quirais, tern 2^ = 16. Para 
cada um dos comprimentos de cadeia carbonica, os este¬ 
reoisomeros dos monossacarideos podem ser divididos em 
dois grupos, os quais diferem quanto a configuragao do 
centro quiral mais distante do carbono do carbonil. Aque- 
les nos quais a configuragao desse carbono de referencia e 
a mesma daquela do D-gliceraldeido sao designados isome¬ 
ros D, e aqueles com a mesma configuragao do L-gliceral- 
deido sao isomeros l. Em outras palavras, quando o grupo 
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FIGURA 7-1 Monossacarideos representatives, (a) Duas trioses, dos nucleicos. A D-ribose e um componente do acido ribonucleico (RNA) 
uma aldose e uma cetose. 0 grupo carbonil em cada molecula esta som- e a 2-des6xi-D-ribose e um componente do acido desoxirribonucleico 
breado. (b) Duas hexoses comuns. (c) As pentoses componentes de aci- (DNA). 
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Formulas de proje^ao de Fischer 


CHO 

h^C^Oh 

CH2OH 

D-Gliceraldeido 


I CHO 

CH2OH 

L-Gliceraldeido 


C-4, tern nome proprio: D-glicose, D-galactose, D-manose 
e assim por diante (Figura 7-3a). As cetoses de quatro 
e cinco carbonos sao nomeadas pela insergao de “ul” ao 
nome da aldose correspondente; por exemplo, D-ribulose 
e a cetopentose que corresponde a aldopentose D-ribose. 
(A importancia da ribulose sera discutida no estudo da fi- 
xagao do COg atmosferico pelas plantas, no Capitulo 20.) 
As ceto-hexoses sao nomeadas de maneira diferente: por 
exemplo, frutose (do Iditimfructus, “fruto”; frutas sao uma 
das fontes desse agucar) e sorbose (de Sorbus, o genero 
da sorveira, planta cujos frutos sao ricos em alcool-agucar 
sorbitol). Dois agucares que diferem apenas na configura- 
gao de um carbono sao chamados de epimeros; D-glicose 
e D-manose, que diferem apenas na estequiometria do C-2, 
sao epimeros, assim como D-glicose e D-galactose (que di¬ 
ferem em C-4, ver Figura 7-4). 

Alguns agucares ocorrem naturalmente na forma l; 
exemplos sao L-arabinose e os isomeros l de alguns deriva- 
dos de agucar que comumente compoem glicoconjugados 
(Segao 7.3). 
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Formulas em perspectiva 

FIGURA 7-2 Tres maneiras para representar os dois enantidmeros 
do gliceraldefdo. Os enantiomeros sao imagens especulares um do outro. 
Modelos de esfera e bastao mostram a verdadeira configuragao das molecu- 
las. Lembre-se de que, nas formulas em perspectiva, a extremidade larga da 
cunha solida projeta-se para fora do piano do papel, em direpao ao leitor; na 
cunha descontinua, ela se estende para tras (ver Figura 1 -18). 


hidroxila do carbono de referenda esta a direita (dextro') 
em uma formula de projegao que apresenta o carbono do 
carbonil no topo, o agucar e o isomero d; quando esta a 
esquerda (levo'), e o isomero l. Das 16 aldo-hexoses possi- 
veis, oito estao na forma d e oito na forma l. Em sua maio- 
ria as hexoses dos organismos vivos sao isomeros d. Por 
que isomeros d? Uma questao interessante, e sem resposta. 
Lembre que todos os aminoacidos encontrados nas protei- 
nas sao exclusivamente um dos dois isomeros possiveis, l. 
A base para essa preferencia inicial por um dos isomeros 
durante a evolugao tambem e desconhecida; entretanto, 
uma vez que um isomero tenha sido selecionado, e pro- 
vavel que as enzimas em evolugao retenham a preferencia 
por aquele estereoisomero (p. 78). 

A Figura 7-3 apresenta as estruturas dos estereoiso- 
meros d de todas as aldoses e cetoses que tern de tres a 
seis atomos de carbono. Os carbonos de um agucar come- 
gam a ser numerados a partir da extremidade da cadeia 
mais proxima ao grupo carbonil. Cada uma das oito D-aldo- 
-hexoses, que diferem em estereoquimica em C-2, C-3 ou 


Os monossacarideos comuns tern estruturas cklicas 

Por simplicidade, ate este memento foram representadas 
as estruturas de aldoses e cetoses como moleculas de ca¬ 
deia aberta (Figuras 7-3 e 7-4). Na verdade, em solugao 
aquosa, as aldotetroses e todos os monossacarideos com 
cinco ou mais atomos de carbono no esqueleto ocorrem 
predominantemente como estruturas ciclicas (em anel), 
nas quais o grupo carbonil esta formando uma ligagao co- 
valente com o oxigenio de um grupo hidroxila presente na 
cadeia. A formagao dessas estruturas em anel e o resul- 
tado de uma reagao geral entre alcoois e aldeidos ou ce- 
tonas para formar derivados chamados de hemiacetais 
ou hemicetais. Duas moleculas de um alcool podem ser 
adicionadas ao carbono do carbonil; o produto da primeira 
adigao e um hemiacetal (quando adicionado a uma aldo¬ 
se) ou um hemicetal (quando adicionado a uma cetose). 
Se os grupos —OH e carbonil vierem da mesma molecula, 
o resultado sera um anel com cinco ou seis membros. A 
adigao de uma segunda molecula de alcool produz o acetal 
ou cetal completo (Figura 7-5), e a ligagao formada e uma 
ligagao glicosidica. Quando as duas moleculas reagentes 
forem monossacarideos, o acetal ou cetal formado sera um 
dissacarideo. 

A reagao com a primeira molecula de alcool cria um 
centro quiral adicional (o carbono do carbonil). Como o 
alcool pode ser adicionado de duas maneiras diferentes, 
atacando a “frente” ou as “costas” do carbono do carbonil, 
a reagao pode produzir qualquer uma de duas configura- 
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(b) D-Cetoses 
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FIGURA 7-3 Aldoses e cetoses. As series de (a) D-aldoses e (b) D-cetoses 
tern de tres a seis atomos de carbono, mostradas como formulas de proje- 
pao. Os atomos de carbono em vermelho sao centros quirais. Em todos estes 
isomeros d, o carbono quiral mais distante do carbono do carbonil apresenta a 
mesma configuraqao do carbono quiral do D-gliceraldeido. Os aqucares com 
os nomes dentro de retangulos sao os mais comuns na natureza; voce os 
encontrara novamente neste capitulo e em capitulos posteriores. 


goes estereoisomericas, denominadas a e (5. Por exemplo, 
a D-glicose ocorre em solugao na forma de hemiacetal in¬ 
tramolecular no qual o grupo hidroxila livre do C-5 rea- 
giu com o C-1 do aldeido, gerando o carbono assimetrico 
e produzindo dois possiveis estereoisomeros, designados 
cr e j8 (Figura 7-6). As formas isomericas de monossaca- 
rldeos que diferem apenas na configuragao do atomo de 
carbono hemiacetal on hemicetal sao chamadas de ano- 
meros, e o atomo de carbono da carbonila e chamado de 
carbono anomerico. 
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FIGURA 7-4 Epimeros. o-Glicose e dois de seus epimeros sao mostrados 
como formulas de projeqao. Cada epimero difere da D-glicose na configura- 
qao de urn centre quiral (sombreado em cor salmao ou azul). 
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FIGURA 7-5 Forma^ao de hemiacetais e hemicetais. Urn aldeido ou 
uma cetona podem reagir com urn alcool em uma razao de 1:1 para gerar 
urn hemiacetal ou urn hemicetal, respectivamente, criando urn novo cen- 
tro quiral no carbono da carbonila. A substituipao de uma segunda mole- 
cula de alcool produz urn acetal ou urn cetal. Quando o segundo alcool 
e parte de outra molecula de apucar, a ligapao produzida e uma ligapao 
glicosidica (p. 252). 


Os compostos com aneis de seis membros sao chamados 
de piranoses, pois se assemelham ao composto em anel de 
seis membros pirano (Figura 7-7). Os nomes sistematicos 
para as duas formas em anel da D-glicose sao o^-D-glicopira- 
nose e jS-D-glicopiranose. As ceto-hexoses (como a frutose) 
tambem ocorrem como compostos ciclicos com formas ano- 
mericas a efS. Nesses compostos, o grupo da hidroxila em C-5 
(on C-6) reage com o grupo da cetona em C-2, formando um 
anel furanose (ou piranose), contendo uma ligagao hemice¬ 
tal (Figura 7-5). A D-frutose proutameute forma o anel fura¬ 
nose (Figura 7-7); o anomero mais comum desse agucar, em 
formas combiuadas ou em derivados, e a jS-D-frutofurauose. 

As estruturas ciclicas dos agucares sao representadas 
mais corretamente pelas formulas em perspectiva de 
Haworth do que pelas projegoes de Fisher comumente uti- 
lizadas para as estruturas de agucares lineares. Nas proje¬ 
goes de Haworth, o anel de seis membros e inclinado para 
deixar seu piano quase perpendicular ao piano do papel, 
com as ligagoes mais proximas do leitor representadas por 
linhas mais grossas do que aquelas representando as liga¬ 
goes mais distantes, como na Figura 7-7. 

CONVEN^AO-CHAVE: Para converter uma formula de projegao 
de Fisher de qualquer D-hexose linear em uma formula em 
perspectiva de Haworth mostrando a estrutura ciclica da 
molecula, desenhe o anel de seis membros (cinco carbonos 
e um oxigenio, na direita superior), numere os atomos no 
sentido horario comegando com o carbono anomerico, e, 
entao, coloque os grupos hidroxila. 
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FIGURA 7-6 Forma^ao das duas formas cklicas da D-glicose. A reagao 
entre o grupo aldeido em C-1 e o grupo hidroxila em C-5 forma uma ligagao 
hemiacetal, produzindo um dos dois estereoisomeros, os anomeros a e 
que diferem apenas na estereoquimica do carbono hemiacetal. Esta reagao e 
reversivel. A interconversao dos anomeros aepe chamada de mutarrotagao. 


Se um grupo hidroxila estiver a direita na projegao de Fi¬ 
sher, ele e colocado apontando para baixo (ou seja, abaixo 
do piano do anel) na perspectiva de Haworth; se ele estiver a 
esquerda na projegao de Fisher, e colocado apontando para 
cima (ou seja, acima do piano) na perspectiva de Haworth. 
0 grupo —CHgOH terminal projeta-se para cima no enan- 
tiomero D-, e para baixo no enantiomero L-. A hidroxila no 
carbono anomerico pode apontar para cima ou para baixo. 
Quando a hidroxila anomerica de uma D-hexose estiver no 
mesmo lado do anel que o C-6, a estrutura e, por definigao, 
j8; quando estiver do lado oposto do C-6, a estrutura e a. ■ 


PROBLEMA RESOLVIDO 7-1 Conversao de proje^es de Fisher a 
formulas em perspectiva de Haworth 


Desenhe as formulas em perspectiva de Haworth para d- 
-manose e D-galactose. 
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iCHoOH 



OH H 
-D-Frutofuranose 



HOCHo OH 



CHoOH 


OH H 

j3-D-Frutofuranose 



Pirano Furano 


FIGURA 1-1 Piranoses e furanoses. As formas piranose da D-glicose e 
as formas furanose da D-frutose estao mostradas aqui como formulas em 
perspectiva de Haworth. Os limites do anel mais proximos ao leitor sao re- 
presentados por linhas mais grossas. Os grupos hidroxila abaixo do piano do 
anel nestas perspectivas de Haworth apareceriam a direita em uma projeqao 
de Fischer (compare com a Figura 7-6). Pirano e furano estao mostrados para 
comparaqoes. 


Solugao: As piranoses sao aneis de seis membros, entao co- 
mece com estruturas de Haworth de seis membros com 
o atomo de oxigenio no topo a direita. Numere os atomos 
de carbono no sentido horario, comegando com o carbono 
da aldose. Para a manose, coloque os grupos hidroxila nos 
C-2, C-3 e C-4 para cima, para cima e para baixo do anel, 
respectivamente (pois na projegao de Fisher elas estao no 
lado esquerdo, esquerdo e direito da estrutura da mano¬ 
se). Para a D-galactose, os grupos hidroxila estao orienta- 
dos para baixo, para cima e para cima em C-2, C-3 e C-4, 
respectivamente. A hidroxila em C-1 pode estar para cima 
on para baixo; existem duas configuragoes possiveis, a e j8, 
para este carbono. 


PROBLEMA RES0LVID07-2 Desenhando formulas em perspectiva 
de Haworth para isomeros de a^ucar 


Desenhe as formulas em perspectiva de Haworth para a-D- 
-manose e jS-L-galactose. 

Solu^ao: A formula em perspectiva de Haworth para a D-ma- 
nose do Problema ResoMdo 7-1 pode ter o grupo hidroxi¬ 
la em C-1 apontando para cima on para baixo. De acordo 
com a convengao-chave, para a forma a, a hidroxila em C-1 
aponta para baixo quando C-6 esta para cima, como e o 
caso na D-manose. 


Para a jS-L-galactose, use a representagao de Fisher da 
D-galactose (ver Problema Resolvido 7-1) para desenhar a 
correta representagao de Fisher da L-galactose, que e a sua 
imagem especular: os grupos hidroxila em C-2, C-3, C-4 e C-5 
estao a esquerda, direita, direita e esquerda, respectivamen¬ 
te. Agora, desenhe a perspectiva de Haworth, um anel de seis 
membros no qual os grupos —OH em C-2, C-3 e C-4 estao 
orientados para cima, para baixo e para baixo, respectiva¬ 
mente, pois na representagao de Fisher eles estao a esquer¬ 
da, direita e direita. Como essa e a forma j8, o —OH no car¬ 
bono anomerico aponta para baixo (mesmo lado que C-5). 


Os anomeros a e j8 da D-glicose se interconvertem em 
solugao aquosa por um processo chamado de mutarrota- 
gao, no qual uma forma em anel (por exemplo, o anomero 
a) se abre brevemente na forma linear, e entao se fecha 
novamente produzindo o anomero /B (Figura 7-6). Portanto, 
uma solugao de a-D-glicose e uma solugao de jS-D-glicose 
formarao, ao final, misturas de equilibrio identicas, as quais 
tern propriedades opticas identicas. Essa mistura consiste 
em aproximadamente um tergo de a-D-glicose, dois tergos 
de jS-D-glicose e quantidades muito pequenas das formas 
linear e em anel de cinco membros (glicofuranose). 

Formulas em perspectiva de Haworth, como aquelas da 
Figura 7-7, sao comumente utilizadas para mostrar a este- 
reoquimica das formas em anel de monossacarideos. Po- 
rem, o anel de seis membros piranose nao e planar, como a 
perspectiva de Haworth sugere, mas tende a assumir uma 
de duas conformagoes em “cadeira” (Figura 7-8). Relem- 
bre do Capitulo 1 (p. 18-19), em que duas conformagoes 
de uma molecula sao interconversiveis sem quebra de li- 
gagoes covalentes, enquanto duas configuragoes podem 
ser interconvertidas somente com a quebra de uma ligagao 
covalente. Para interconverter as configuragoes a e /B, a li¬ 
gagao envolvendo o atomo de oxigenio do anel precisa ser 
rompida, mas a interconversao de duas formas em cadei¬ 
ra (que sao conformeros') nao requer quebra de ligagoes 
e nao altera as configuragoes de nenhum dos carbonos do 
anel. As estruturas tridimensionais especificas de unidades 
de monossacarideos sao importantes para a determinagao 
das propriedades biologicas e das fungoes de alguns polis- 
sacarideos, como sera visto. 

Os organismos contem diversos derivados de hexose 

Alem das hexoses simples, como glicose, galactose e mano¬ 
se, existe uma variedade de derivados de agucar nos quais 
o grupo hidroxila do composto parental e substituido por 
outro grupamento on um atomo de carbono e oxidado a um 
grupo carboxil (Figura 7-9). Em glicosamina, galactosa- 
mina e manosamina, a hidroxila no C-2 do composto pa¬ 
rental esta substituido por um grupo amino. Normalmente, 
o grupo amino esta condensado ao acido acetico, como na 
Af-acetilglicosamina. Esse derivado da glicosamina compoe 
muitos polimeros estruturais, incluindo aqueles da parede 
celular de bacterias. A substituigao de um hidrogenio por 
um grupo hidroxila no C-6 da L-galactose on L-manose ori- 
gina L-fucose on L-ramnose, respectivamente. A L-fucose e 
encontrada nos oligossacarideos complexos que compoem 
glicoproteinas e glicolipideos; a L-ramnose e encontrada em 
polissacarideos vegetais. 
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Eixo Eixo 



(a) 

Eixo 



(b) 


FIGURA 7-8 Formulas conformadonais de piranoses. (a) Duas formas 
em cadeira do anel piranose da jS-glicopiranose. Dois conformeros como 
estes nao sao prontamente interconversiveis; urn aporte de cerca de 46 kJ 
de energia por mol de apucar e necessario para forpar a interconversao das 
formas em cadeira. Outra conformapao, o"barco"(nao mostrada), e vista ape- 
nas em derivados com substituintes muito grandes. (b) A conformapao em 
cadeira preferencial da a-o-glicopiranose. 




FIGURA 7-9 Alguns derivados de hexose importantes na biologia. 

Nos aminoapucares, urn grupo -NH 2 substitui urn dos grupos -OH na he¬ 
xose parental. A substituipao de -H por -OH origina urn desoxiapucar; ob¬ 
serve que os desoxiapucares mostrados aqui ocorrem como isomeros l na 


natureza. Os apucares acidos contem urn grupo carboxilato, o que confere 
carga negativa em pH neutro. D-Glicono-8-lactona e o resultado da formapao 
de uma ligapao ester entre o grupo carboxilato em C-1 e o grupo hidroxila 
em C-5 (tambem conhecido como o carbono 8 do D-gliconato). 
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A oxidagao do carbono do carbonil (aldeido) a carbo- 
xil na glicose produz acido gliconico, utilizado na medicina 
como um contraion inocuo para a administragao de farma- 
cos positivamente carregados (tais como o quinino) ou ions 
(tais como o Ca^^). Outras aldoses originarao outros acidos 
aldonicos. A oxidagao do carbono na outra extremidade 
da cadeia carbonica - C-6 da glicose, galactose ou manose 
- forma o acido uronico correspondente: acidos glicuroni- 
co, galacturonico ou manuronico. Tanto os acidos aldonicos 
como os uronicos formam esteres intramoleculares estaveis 
chamados de lactonas (Figura 7-9, embaixo a esquerda). 
Os acidos sialicos constituem uma familia de agucares com 
o mesmo esqueleto de nove carbonos. Um deles, o acido 
A^-acetilneuraminico (frequentemente chamado apenas de 
“acido sialico”), e um derivado da A^-acetilmanosamina, que 
ocorre em muitas glicoproteinas e glicolipideos animais. Os 


grupos acidos carboxilicos dos derivados de agucar acidos 
estao ionizados em pH 7, e esses compostos sao, portanto, 
corretamente nomeados como carboxilatos - glicuronato, 
galacturonato, e assim por diante. 

Muito frequentemente durante a sintese e o metabolis- 
mo de carboidratos, os intermediarios nao sao os proprios 
agucares, mas os sens derivados fosforilados. A condensa- 
gao do acido fosforico com um dos grupos hidroxila de um 
agucar forma um ester de fosfato, como na glicose-6-fosfato 
(Figura 7-9), o primeiro metabolito da rota por meio da 
qual a maioria dos organismos oxida a glicose para energia. 
Os agucares fosforilados sao relativamente estaveis em pH 
neutro e tern carga negativa. Um dos efeitos da fosforilagao 
intracelular de agucares e o confinamento do agucar den- 
tro da celula; a maioria das celulas nao tern transportadores 
para agucares fosforilados na membrana plasmatica. A fos- 
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Dosagem de glicose sangumea no diagnostico e no tratamento do diabetes 


A glicose e o principal combustivel para o cerebro. Quan- 
do a quantidade de glicose que chega ate o cerebro e 
muito baixa, as consequencias podem ser desastrosas: 
letargia, coma, dano cerebral permanente e morte (ver 
Figura 23-24). Com a evolugao, os animais desenvolve- 
ram mecanismos hormonais complexos para garantir que 
a concentragao de glicose no sangue permanega alta o 
suficiente (aproximadamente 5 mM) para satisfazer as 
necessidades cerebrais, mas nao alta demais, ja que ni- 
veis elevados de glicose no sangue tambem podem ter 
consequencias fisiologicas serias. 

Os individuos com diabetes melito dependente de 
insulina nao produzem insulina suficiente, o hormonio 
que normalmente atua para a redugao da concentragao 
de glicose no sangue, e, se o diabetes nao for tratado, 
os niveis de glicose sangumea nesses individuos podem 
elevar-se, ficando algumas vezes maiores do que o nor¬ 
mal. Acredita-se que esses altos niveis de glicose sejam 
pelo menos uma das causas das serias consequencias de 
longo prazo no diabetes nao tratado - insuficiencia renal, 
doengas cardiovasculares, cegueira e cicatrizagao debili- 
tada -, de modo que um dos objetivos da terapia e pro- 
ver exatamente a quantidade de insulina suficiente (por 
injegao) para manter os niveis de glicose proximos do 
normal. Para manter o balango correto entre exercicio, 
dieta e insulina para cada individuo, a concentragao de 
glicose sanguinea deve ser dosada algumas vezes ao dia, 
e a quantidade de insulina injetada deve ser ajustada de 
modo apropriado. 

As concentragoes de glicose no sangue e na urina 
podem ser determinadas por meio de um ensaio simples 
para agucares redutores, como a reagao de Fehling, que 
por muitos anos foi o teste diagnostico padrao para dia¬ 
betes. Dosagens modernas precisam de apenas uma gota 
de sangue, que e adicionada a uma fita de teste contendo 
a enzima glicose-oxidase, que catalisa a seguinte reagao: 

__ ^ glicose-oxidase tt 

D-Glicose + O2 -> D-Glicono-o-lactona + H2O2 


Uma segunda enzima, uma peroxidase, catalisa a reagao 
do HgOg com um composto incolor gerando um produ- 
to colorido, quantificado com um fotometro simples que 
mostra a concentragao de glicose no sangue. 

Como os niveis de glicose sanguinea variam com os 
periodos de refeigao e exercicio, essas dosagens em 
mementos especificos nao refletem a glicose sanguinea 
media ao longo de boras ou dias, de modo que eleva- 
goes perigosas podem passar despercebidas. A concen¬ 
tragao de media glicose pode ser estimada pelo seu efei- 
to na hemoglobina, a proteina carreadora de oxigenio 
dos eritrocitos (p. 163). Transportadores na membrana 
dos eritrocitos equilibram a concentragao de glicose 
intracelular e plasmatica, de modo que a hemoglobina 
esta constantemente exposta a concentragao de glicose 
presente no sangue, qualquer que seja essa concentra¬ 
gao. Uma reagao nao enzimatica ocorre entre a glicose 
e os grupos amino primarios da hemoglobina (tanto a 
Val aminoterminal quanto os grupos amino s dos resi- 
duos de Lys; Figura Q-1). A velocidade desse processo 
e proporcional a concentragao de glicose; por isso, essa 
reagao pode ser usada como base para a estimativa do 
nivel medio de glicose sanguinea ao longo de semanas. 
A quantidade de hemoglobina glicada (HbG) circulante 
em qualquer momento reflete a concentragao de glico¬ 
se sanguinea media durante o “periodo de vida” do eri- 
trocito (cerca de 120 dias), embora a concentragao das 
ultimas duas semanas seja a mais importante na deter- 
minagao do nivel de HbG. 

A extensao de glicagao da hemoglobina (chama- 
da assim para distingui-la da glicosilagao, a transferencia 
enzimatica de glicose a uma proteina) e medida clini- 
camente pela extragao da hemoglobina de uma pequena 
amostra de sangue seguida pela separagao eletroforeti- 
ca de HbG e hemoglobina nao modificada, aproveitando 
a diferenga de carga resultante da modificagao do(s) 
grupo(s) amino. Valores de HbG normais sao cerca de 
5% da hemoglobina total (correspondendo a glicose san- 
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forilagao tambem ativa agucares para subsequente transfor- 
magao qmmica. Alguns derivados de agucares fosforilados 
importantes sao componentes dos nucleotideos (discutido 
no proximo capitulo). 

Os monossacarideos sao agentes redutores 

1 Os monossacarideos podem ser oxidados por agentes 
^ ^ J oxidantes relativamente suaves, como o ion cuprico 
0 carbono do carbonil e oxidado a um grupo carbo- 
xiL A glicose e outros agucares capazes de reduzir o ion cu¬ 
prico sao chamados de agucares redutores. 0 ion cuprico 
oxida a glicose e certos outros agucares a uma complexa 
mistura de acidos carboxilicos. Essa e a base da reagao de 
Fehling, teste semiquantitativo para a presenga de agucar 
redutor, que por muitos anos foi utilizado para detectar e 


dosar niveis elevados de glicose em pessoas com diabetes 
melito. Hoje, utilizam-se metodos mais sensiveis, que envol- 
vem uma enzima imobilizada em uma tira de teste e reque- 
rem apenas uma unica gota de sangue (Quadro 7-1). ■ 

Os dissacarideos contem uma liga^ao glicosi'dica 

Os dissacarideos (como maltose, lactose e sacarose) consis- 
tem em dois monossacarideos unidos covalentemente por 
uma ligagao O-glicosidica, a qual e formada quando um 
grupo hidroxila de uma molecula de agucar, normalmente 
ciclica, reage com o carbono anomerico de outro (Figura 
7-10). Essa reagao representa a formagao de um acetal a 
partir de um hemiacetal (como a glicopiranose) e um alcool 
(um grupo hidroxila da segunda molecula de agucar) (Figu¬ 
ra 7-5), e o composto resultante e chamado de glicosideo. 


guinea igual a 120 mg/100 mL). Em pessoas com diabe¬ 
tes nao tratado, entretanto, esse valor pode ser tao alto 
quanto 13%, indicando um nivel de glicose sanguinea 
medio de cerca de 300 mg/100 mL, ou seja, perigosamen- 
te alto. Um dos criterios para o sucesso em um programa 
individual de terapia com insulina (quando comegar, fre- 
quencia e quantidade de insulina injetada) e a manuten- 
gao dos valores de HbG em cerca de 7%. 

Na reagao de glicagao da hemoglobina, a primeira eta- 
pa (formagao de uma base de Schiff) e seguida por uma 
serie de rearranjos, oxidagoes e desidratagoes da porgao 


de carboidrato, produzindo uma mistura heterogenea de 
AGE (produtos finais de glicagao avangada; do ingles, 
advanced glycation end products). Esses produtos 
podem deixar o eritrocito e formar ligagoes cruzadas co- 
valentes entre as proteinas, interferindo com a fungao 
normal delas (Figura Q-1). 0 acumulo de concentragoes 
relativamente altas de AGE em pessoas com diabetes 
pode causar, pela ligagao cruzada de proteinas criticas, 
problemas aos rins, a retina e ao sistema cardiovascular, 
sintomas que caracterizam a doenga. Esse processo pato- 
genico e um potencial alvo para a agao de farmacos. 





Glicose 





Basede Schiff 




Hemoglobina glicada 
(HbG) 


0 


AGES 

V@i ^ 

Ligagao cruzada de proteinas 

i? 

Dano aos rins, a retina, ao sistema cardiovascular 


FIGURA Q -1 A reagao nao enzimatica da gli¬ 
cose com um grupo amino primario na hemo¬ 
globina comega com O a formagao de uma 
base de Schiff, a qual 0 sofre um rearranjo 
para gerar um produto estavel; @ esta cetoa- 
mina depois se converte em sua forma ciclica, 
originando HbG. O Reagoes seguintes geram 
produtos finais de glicagao avangada (AGE), 
como 6r-A/-carboximetil-lisina e metilglioxal, 
compostos que © danificam outras proteinas 
ao liga-las de modo cruzado, causando altera- 
goes patologicas. 
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Hidrolise 


Condensa^ao 


H2O H2O 



Maltose 

Q!-D-glicopiranosil-(1^4)-D-glicopiranose 


FIGURA 7-10 Forma^ao da maltose. Urn dissacarideo e formado a par- 
tir de dois monossacarideos (aqui, duas moleculas de D-glicose) quando urn 
—OH (alcool) de uma molecula (a direita) se condensa com o hemiacetal in¬ 
tramolecular da outra (a esquerda), com a eliminaqao de H 2 O e a formaqao de 
uma ligaqao glicosidica. 0 inverse desta reaqao e uma hidrolise - ataque da 
ligaqao glicosidica pela agua. A molecula de maltose, mostrada aqui, conser- 
va um hemiacetal redutor no C-1 nao envolvido na ligaqao glicosidica. Como 
a mutarrotaqao interconverte as formas a e jS do hemiacetal, as ligaqoes nes- 
ta posiqao algumas vezes sao representadas por linhas onduladas, conforme 
mostrado aqui, para indicar que a estrutura pode ser tanto a quanto jS. 


Ligagoes glicosidicas sao prontamente hidrolisadas por aci- 
do, mas resistem a clivagem por base. Assim, os dissacan- 
deos podem ser hidrolisados para originar seus componen- 
tes monossacaridicos livres por fervura em acido dilmdo. 
Ligagoes A/'-glicosidicas unem o carbono anomerico de 
um agucar a um atomo de nitrogenio em glicoprotemas (ver 
Figura 7-30) e nucleotideos (ver Figura 8-1). 

A oxidagao de um agucar pelo ion cuprico (a reagao 
que define um agucar redutor) ocorre apenas com a for¬ 
ma linear, a qual existe em equilibrio com a(s) forma(s) 
ciclicaCs). Quando o carbono anomerico esta envolvido em 
uma ligagao glicosidica (on seja, quando o composto for 
um acetal on cetal complete; ver Figura 7-5), a facil inter- 
conversao entre as formas lineares e ciclicas mostrada na 
Figura 7-6 e impedida. Como o carbono do carbonil pode 
ser oxidado somente quando o agucar estiver em sua for¬ 
ma linear, a formagao de uma ligagao glicosidica gera um 
agucar nao redutor. Na descrigao de dissacarideos on polis- 
sacarideos, a extremidade de uma cadeia com um carbono 
anomerico livre (nao envolvido em ligagao glicosidica) nor- 
malmente e chamada de extremidade redutora. 

0 dissacarideo maltose (Figura 7-10) contem dois resi¬ 
dues de D-glicose unidos por uma ligagao glicosidica entre 
o C-1 (o carbono anomerico) de um residue de glicose e o 
C-4 do outro. Como o dissacarideo conserva um carbono 
anomerico livre (o C-1 do residue de glicose a direita na Fi¬ 
gura 7-10), a maltose e um agucar redutor. A configuragao 
do atomo de carbono anomerico na ligagao glicosidica e a. 
0 residue de glicose com o carbono anomerico livre pode 
existir nas formas piranose a on /3. 


CONVEN^AO-CHAVE: Para nomear dissacarideos redutores 
como a maltose de forma nao ambigua e, especialmente, 
para nomear oligossacarideos mais complexes, algumas re- 
gras devem ser seguidas. Por convengao, o nome descreve 
o composto escrito com a extremidade nao redutora a es¬ 
querda, e e possivel “construir” o nome na seguinte ordem: 
(1) Dar a configuragao {a ou j8) do carbono anomerico que 
une a primeira unidade de monossacarideo (a esquerda) 
com a segunda. (2) Identificar o residue nao redutor; para 
distinguir entre estruturas em anel de cinco e seis mem- 
bros, inserir “furano” ou “pirano” no nome. (3) Indicar en¬ 
tre parenteses os dois atomos de carbono unidos pela li¬ 
gagao glicosidica, usando uma seta para conectar os dois 
numeros; por exemplo, (1^4) mostra que o C-1 do residue 
de agucar nomeado primeiramente esta unido ao C-4 do 
segundo. (4) Identificar o segundo residue. Se houver um 
terceiro residue, descrever a segunda ligagao glicosidica se- 
guindo as mesmas convengoes. (Para encurtar a descrigao 
de polissacarideos complexes, abreviagoes de tres letras 
ou simbolos coloridos para os monossacarideos frequen- 
temente sao utilizados, como apresentado na Tabela 7-1.) 
Seguindo essa convengao para a nomenclatura de oligossa¬ 
carideos, a maltose e Q:-D-glicopiranosil-(1^4)-D-glicopira- 
nose. Como em sua maioria os agucares encontrados neste 
livro sao os enantiomeros d e a forma piranose das hexoses 
e predominante, geralmente se utiliza uma versao abrevia- 
da do nome formal desses compostos, dando a configuragao 
do carbono anomerico e nomeando os carbonos unidos pela 
ligagao glicosidica. Nesta nomenclatura abreviada, a malto¬ 
se e G1c(q:1-^4)G1c. ■ 

0 dissacarideo lactose (Figura 7-11), que produz 
D-galactose e D-glicose quando hidrolisado, ocorre natural- 
mente no leite. 0 carbono anomerico do residue de glicose 
esta disponivel para oxidagao e, portanto, a lactose e um 
dissacarideo redutor. Seu nome abreviado e Gal(j81^4)Glc. 
A sacarose (agucar de mesa) e um dissacarideo de glico- 


TABELA 7-1 


Simbolos e abrevia^es para monossacarideos comuns e 
algunsdeseusderivados 


Abequose 


Abe 

Acido glicuronico 

❖ 

GLcA 

Arabinose 


Ara 

Galactosamina 

□ 

GalN 

Frutose 


Fru 

Glicosamina 

a 

GlcN 

Fucose 

A 

Fuc 

A-Acetilgalactosamina 

□ 

GalNAc 

Galactose 

0 

Gal 

A-Acetilglicosamina 

■ 

GlcNAc 

Glicose 

• 

Glc 

Acido iduronico 

❖ 

IdoA 

Manose 

• 

Man 

Acido muramico 


Mur 

Ramnose 


Ram 

Acido A-acetiknuramico 


Mur2Ac 

Ribose 


Rib 

Acido A-acetilneuraminico 

♦ 

NeuSAc 

Xilose 

★ 

Xil 

(um acido sialico) 




Nota: Na convengao comumente utilizada, as hexoses sao representadas como 
circulos, A^-acetil-hexosaminas sao quadrados e hexosaminas sao quadrados divi- 
didos na diagonal. Todos os agucares com a configuragao “glico” sao azuis, aque- 
les com a configuragao “galacto” sao amarelos e os agucares “mano” sao verdes. 
Outros substituintes podem ser adicionados conforme a necessidade: sulfato (S), 
fosfato (P), 0-acetil (OAc) ou 0-metil (OMe). 
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Lactose (forma j8) 

j8-D-galactopiranosil-(1^4)-j8-D-glicopiranose 

Gal(j81^4)Glc 



Sacarose 

jS-D-frutofuranosil a-D-glicopiranosideo 
Fru(2j8<-^Q:1)Glc = GIc(q: 1 <-^2j8)Fru 



Trealose 

cK-D-glicopiranosil a-D-glicopiranosideo 
GIc(q:1 <-^1q:)GIc 


FIGURA 7-11 Dois dissacarideos comuns. Como a maltose da Figura 
7-10, estes dissacarideos estao representados como perspectivas de Ha¬ 
worth. 0 nome comum, o nome sistematico completo e a abreviapao es¬ 
tao mostrados para cada dissacarideo. A nomenclatura formal da sacarose 
nomeia a glicose como o glicosideo parental, embora a sacarose seja nor- 
malmente representada como mostrado, com a glicose a esquerda. As duas 
nomenclaturas abreviadas mostradas para a sacarose sao equivalentes (=). 


se e fmtose, sintetizado por plantas, mas nao por animais. 
Ao contrario de maltose e lactose, a sacarose nao contem 
um atomo de carbono anomerico livre; os carbonos ano- 
mericos de ambas as unidades monossacaridicas estao en- 
volvidos na ligagao glicosidica (Figura 7-11). A sacarose e, 
assim, um agucar nao redutor, e sua estabilidade frente a 
oxidagao a torna uma molecula adequada para o armaze- 
namento e o transporte de energia em plantas. Na nomen¬ 
clatura abreviada, uma seta com duas pontas conecta os 
simbolos que especificam os carbonos anomericos e suas 
configuragoes. Por exemplo, o nome abreviado da sacarose 
e on Glc(Q:l<-^2/3)Fru on Fru(j82<-^lQ:)Glc. A sacarose e o 
principal produto intermediario da fotossintese; em mui- 
tas plantas, ela e a principal maneira de transportar o agu- 
car das folhas para as outras partes do corpo da planta. A 
trealose, G1 cCq:1<-^1q:)G1c (Figura 7-11) - dissacarideo de 
D-glicose que, como a sacarose, e um agucar nao redutor -, 
e um constituinte importante do fluido circulante (hemolin- 
fa) de insetos, servindo como composto de armazenamento 
de energia. A lactose da ao leite o sen sabor adocicado, e a 
sacarose, obviamente, e o agucar de mesa. A trealose tam- 
bem e comercialmente utilizada como adogante. 0 Quadro 


7-2 explica a detecgao do sabor doce pelos humanos e o 
modo de agao dos adogantes artificiais, como o aspartame. 

RESUMO 7.1 Monossacan'deos e dissacarideos 

► Os agucares (tambem chamados de sacarideos) sao 
compostos que contem um grupo aldeido on cetona e 
dois on mais grupos hidroxila. 

► Os monossacarideos geralmente contem alguns car¬ 
bonos quirais e, assim, existem em varias formas es- 
tereoqmmicas, as quais podem ser representadas no 
papel como projegoes de Fischer. Epimeros sao aguca¬ 
res que diferem na configuragao de apenas um atomo 
de carbono. 

► Os monossacarideos comumente formam hemiacetais 
ou hemicetais internos, nos quais o grupo aldeido ou ce¬ 
tona se une a um grupo hidroxila da mesma molecula, 
criando uma estrutura ciclica; isso pode ser represen- 
tado como uma formula em perspectiva de Haworth. 0 
atomo de carbono originalmente localizado no grupo al¬ 
deido ou cetona (o carbono anomerico) pode assumir 
uma de duas configuragoes, a e (3, interconversiveis por 
mutarrotagao. Na forma linear do monossacarideo, em 
equilibrio com as formas ciclicas, o carbono anomerico 
e facilmente oxidavel, tornando o composto um agucar 
redutor. 

► Um grupo hidroxila de um monossacarideo pode ser 
adicionado ao carbono anomerico de um segundo mo¬ 
nossacarideo, formando um acetal chamado de glicosi¬ 
deo. Nesse dissacarideo, a ligagao glicosidica protege o 
carbono anomerico de oxidagao, tornando-o um agucar 
nao redutor. 

► Oligossacarideos sao polimeros curtos, com alguns mo¬ 
nossacarideos unidos por ligagoes glicosidicas. Em uma 
das extremidades da cadeia, a extremidade redutora, 
esta uma unidade de monossacarideo com seu carbono 
anomerico nao envoMdo em uma ligagao glicosidica. 

► A nomenclatura comum para di ou oligossacarideos es- 
pecifica a ordem das unidades de monossacarideos, a 
configuragao de cada carbono anomerico e os atomos de 
carbono participantes da(s) ligagao(6es) glicosidica(s). 

7.2 Polissacandeos 

A maioria dos carboidratos encontrados na natureza ocorre 
como polissacarideos, polimeros de media a alta massa mo¬ 
lecular (M^ >20.000). Os polissacarideos, tambem chama¬ 
dos de glicanos, diferem uns dos outros na identidade das 
unidades de monossacarideos repetidas, no comprimento 
das cadeias, nos tipos de ligagoes unindo as unidades e no 
grau de ramificagao. Os homopolissacarideos contem 
somente uma unica especie monomerica; os heteropolis- 
sacarideos contem dois ou mais tipos diferentes (Figu¬ 
ra 7-12). Alguns homopolissacarideos, como o amido e o 
glicogenio, servem como formas de armazenamento para 
monossacarideos utilizados como combustiveis. Outros ho¬ 
mopolissacarideos, como a celulose e a quitina, atuam como 
elementos estruturais em paredes celulares de plantas e 
em exoesqueletos de animais. Os heteropolissacarideos 
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QUADRO 7-2 0 a^ucar e doce, assim como o sao... outras coisas mais 


0 doce e um dos cinco sabores basicos que os huma- 
nos podem sentir (Figura Q-1); os outros sao azedo, 
amargo, salgado e umami. 0 sabor doce e detectado 
por receptores proteicos presentes na membrana plas- 
matica das celulas gustativas nas papilas gustativas da 
superficie da lingua. Em humanos, dois genes bastante 
relacionados (T1R2 e T1R3^ codificam os receptores 
para o sabor doce (Figura Q-2). Quando uma molecula 
com uma estrutura compativel liga-se a esses recepto¬ 
res no dommio extracelular de uma celula gustativa, ela 
desencadeia uma serie de eventos dentro da celula (in- 
cluindo a ativagao de uma protema ligadora de GTP; ver 
Figura 12-42) que levam a emissao de um sinal eletrico 
para o cerebro que e, entao, interpretado como “doce”. 
Durante a evolugao, houve, provavelmente, a selegao 
para a capacidade de saborear os compostos presen- 



FIGURAQ-1 Um formidavel estimulo para os receptores do sabor doce. 


tes nos alimentos contendo nutrientes importantes, 
como os carboidratos, que sao o principal combustivel 


Alitame 

Neotame Glicose 

Aspartame Sacarose 



FIGURA Q-2 0 receptor para substancias com sabor doce, com indi- 

capao de suas regioes de interapao com varios compostos doces (setas 
curtas). Cada receptor tern um dominio extracelular, um dominio rico em 
cisteina (CRD), e um dominio de membrana com sete helices transmem- 
brana, caracteristica comum em receptores de sinalizapao. Os adopantes 
artificiais se ligam a apenas uma das duas subunidades do receptor; os 
apucares naturais se ligam as duas. Consulte no Capitulo 1, Problema 14, 
as estruturas de muitos desses adopantes artificiais. 


fornecem suporte extracelular para organismos de todos 
os reinos. Por exemplo, a camada rigida do envelope celu- 
lar bacteriano (o peptidoglicano) e parcialmente composta 
por um heteropolissacarideo construido por duas unidades 
alternadas de monossacarideo (ver Figura 20-30). Nos teci- 
dos animais, o espago extracelular e preenchido por alguns 
tipos de heteropolissacarideos, os quais formam uma matriz 
que conecta celulas individuais e fornece protegao, forma e 
suporte para celulas, tecidos e orgaos. 

Ao contrario das proteinas, os polissacarideos geral- 
mente nao tern massas moleculares definidas. Essa dife- 
renga e uma consequencia dos mecanismos de construgao 
dos dois tipos de polimero. Como sera visto no Capitulo 
27, as proteinas sao sintetizadas a partir de um molde (o 
RNA mensageiro), com sequencia e comprimento defi- 
nidos por enzimas que seguem exatamente esse molde. 
Para a sintese de polissacarideos, nao existe molde; em 
vez disso, o programa de sintese de polissacarideos e in- 
trinseco as enzimas que catalisam a polimerizagao das 
unidades monomericas, e nao ha um ponto de parada 
especifico no processo sintetico; os produtos, portanto, 
variam em comprimento. 


Homopolissacandeos 


Heteropolissacarideos 


Nao Ramificado 

ramificado 



Dois tipos de Multiplos tipos 
monomeros, de monomeros, 
nao ramificado ramificado 



FIGURA 7-12 Homo e heteropolissacarideos. Os polissacarideos po¬ 
dem ser compostos por um, dois ou alguns monossacarideos diferentes, em 
cadeias lineares ou ramificadas de varios comprimentos. 
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para a maioria dos organismos. A maioria dos agucares 
simples, incluindo a sacarose, a glicose e a frutose, tern 
sabor doce, mas existem outras classes de compostos 
que tambem se ligam aos receptores do sabor doce: os 
aminoacidos glicina, alanina e serina sao suavemente 
doces e inocuos; o nitrobenzeno e o etileno glicol tern 
um sabor doce forte, porem sao toxicos. (Consulte no 
Quadro 18-2 um notavel misterio medico envolvendo 
o envenenamento por etilenoglicol.) Alguns produtos 
naturais sao extraordinariamente doces: o esteviosideo, 
derivado de agucar isolado das folhas da planta estevia 
(Stevia rehaudiana Bertoni), e algumas centenas de 
vezes mais doce do que o volume equivalente de saca¬ 
rose (agucar de mesa), e a pequena protema (54 ami¬ 
noacidos) brazeina, isolada dos frutos da trepadeira 
Pentadiplandra hrazzeana Baillon, com ocorrencia 
no Gabao e em Camaroes, e 17.000 vezes mais doce do 
que a sacarose em comparagao molar. Presume-se que 
o sabor doce desses frutos encoraje o seu consumo por 
animais, que, entao, dispersam geograficamente as se- 
mentes estimulando o crescimento de novas plantas. 

Existe um grande interesse no desenvolvimento de 
adogantes artificiais para auxiliar na redugao do peso - 
compostos que fornegam aos alimentos sabor doce sem 
adicionar as calorias encontradas nos agucares. 0 ado- 
gante artificial aspartame demonstra a importancia da 
estereoquimica na biologia (Figura Q-3). De acordo com 
um modelo simples para a ligagao ao receptor do sabor 
doce, a ligagao envolve tres sitios do receptor: AH^, B“ e 
X. 0 sitio AH"^ contem algum grupo (alcool ou amino) 
que pode formar uma ligagao de hidrogenio com uma 
carga parcialmente negativa, como o oxigenio do carbo- 


nil, da molecula doce; o acido carboxilico do aspartame 
contem um oxigenio deste tipo. 0 sitio B“ contem um 
grupo com um oxigenio parcialmente negative disponivel 
para formar uma ligagao de hidrogenio com algum atomo 
parcialmente positive da molecula doce, tal como o grupo 
amino do aspartame. 0 sitio X e orientado perpendicular- 
mente aos outros dois grupos e e capaz de interagir com 
uma regiao hidrofobica da molecula doce, tal como o anel 
benzene do aspartame. 

Quando o pareamento (match') estiver correto, 
como na Figura Q-3 a esquerda, o receptor do sabor 
doce sera estimulado e o sinal “doce” sera conduzido 
ao cerebro. Quando o pareamento nao estiver correto, 
como na Figura Q-3 a direita, o receptor do sabor doce 
nao sera estimulado; na verdade, neste case, outro re¬ 
ceptor (para o sabor amargo) sera estimulado pelo este- 
reoisomero “errado” do aspartame. Estereoisomerismo 
realmente importa! 


Sabordoce 


Sabor amargo 




D,L- ou {R,S)- 
Aspartame 


FIGURA Q-3 A base estereoquimica para o sabor dos dois isomeros do 
aspartame. 


Alguns homopolissacarideos sao formas de 
estocagem de combustivel 

Os polissacarideos de armazenamento mais importantes 
sao o amido, em celulas vegetais, e o glicogenio, em celu- 
las animais. Ambos ocorrem intracelularmente em gran- 
des agrupamentos ou granulos. As moleculas de amido e 
glicogenio sao extremamente hidratadas, pois tern muitos 
grupos hidroxila expostos e disponiveis para formarem li- 
gagoes de hidrogenio com a agua. A maioria das celulas ve¬ 
getais possui a capacidade de sintetizar amido (ver Figura 
20-2), e o seu armazenamento e especialmente abundante 
em tuberculos - como a batata - e em sementes. 

0 amido contem dois tipos de polimero de glicose, ami- 
lose e amilopectina (Figura 7-13). A amilose consiste em 
cadeias longas, nao ramificadas, de residues de D-glicose 
conectados por ligagoes (a 1^4) (como na maltose). A 
massa molecular dessas cadeias varia entre alguns milhares 
ate mais de um milhao. A amilopectina tambem tern mas¬ 
sa molecular elevada (ate 200 milhoes), mas, ao contrario 
da amilose, e altamente ramificada. As ligagoes glicosidicas 
que unem os residues de glicose sucessivos nas cadeias de 


amilopectina sao (a 1^4); nos pontos de ramificagao (que 
ocorrem a cada 24 a 30 residues) sao ligagoes (a 1^6). 

0 glicogenio e o principal polissacarideo de armazena¬ 
mento das celulas animais. Como a amilopectina, o glico¬ 
genio e um polimero de subunidades de glicose ligadas por 
ligagoes (a 1^4), com ligagoes (a 1^6) nas ramificagoes; o 
glicogenio, porem, e mais ramificado (em media a cada 8 a 
12 residues) e mais compacto do que o amido. 0 glicogenio 
e especialmente abundante no figado, onde pode constituir 
ate 7% do peso liquido; ele tambem esta presente no mus¬ 
culo esqueletico. Nos hepatocitos, o glicogenio e encon- 
trado em grandes granulos, os quais sao agrupamentos de 
granulos menores compostos por moleculas unicas de glico¬ 
genio, altamente ramificadas, com massa molecular media 
de alguns milhoes. Esses granulos de glicogenio tambem 
apresentam, firmemente ligadas, as enzimas responsaveis 
pela sintese e degradagao do glicogenio. 

Como cada ramificagao do glicogenio termina com uma 
unidade de agucar nao redutora, uma molecula de glicoge¬ 
nio com n ramificagoes tern n + I extremidades nao re- 
dutoras, mas apenas uma extremidade redutora. Quando o 
glicogenio e utilizado como fonte de energia, as unidades de 
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FIGURA7-13 Glicogenio e amido. (a) Segmento curto de amilose, poli- 
mero linear de residues de D-glicose em ligagoes (q: 1^4). Uma unica cadeia 
pode center alguns milhares de residues de glicese. A amilepectina tern 
treches de residues ligades de maneira similar, situades entre pentes de ra- 
mificagae. 0 glicegenie tern a mesma estrutura basica, perem e mais ramifi- 
cade de que a amilepectina. (b) Rente de ramificagae (al^d) ne glicegenie 
eu na amilepectina. (c) Agrupamente de amilese e amilepectina ceme e 


que supestamente ecerre nes granules de amide. Ritas de amilepectina (em 
prete) fermam estruturas em helice dupla umas cem as eutras eu cem Ritas 
de amilese (em azul). A amilepectina tern pentes de ramificagae (al^d) 
frequentes (em vermeihe). Os residues de glicese nas extremidades nae 
reduteras das ramificagoes mais externas sae remevides enzimaticamente 
durante a mebilizagae de amide para predugae de energia. 0 glicegenie 
tern estrutura similar; perem, e mais ramificade e mais cempacte. 


glicose sao removidas uma de cada vez a partir da extremi- 
dade nao redutora. As enzimas de degradagao que atuam 
somente em extremidades nao redutoras podem trabalhar 
simultaneamente nas muitas ramificagoes, acelerando a 
conversao do polimero em monossacarideos. 

Por que nao armazenar a glicose em sua forma mono- 
merica? Calcula-se que os hepatocitos armazenam uma 
concentragao de glicogenio equivalente a 0,4 m de glicose. 
A concentragao existente de glicogenio, que e insoluvel e 
contribui pouco para a osmolaridade do citosol, e de cer- 
ca de 0,01 ijlm. Se o citosol contivesse 0,4 m de glicose, a 
osmolaridade seria perigosamente elevada, causando uma 
entrada osmotica de agua que poderia romper a celula (ver 
Figura 2-13). Alem disso, com a concentragao de glicose 
interna igual a 0,4 m e a concentragao externa igual a 5 mM 
(a concentragao no sangue de um mamifero), a variagao de 
energia livre para o transporte de glicose para dentro das 
celulas contra este gradiente de concentragao tao alto seria 
proibitivamente grande. 

As dextranas sao polissacarideos de bacterias e leve- 
duras, compostos por residuos de D-glicose em ligagoes 
(a 1^6); todos tern ramificagoes (a 1^3), e alguns tambem 
tern ramificagoes (a 1^2) ou (a 1^4). A placa dentaria, 
formada por bacterias que crescem na superficie dos den¬ 
tes, e rica em dextranas, as moleculas adesivas que permi- 
tem as bacterias grudarem-se nos dentes e umas as outras. 
As dextranas tambem fornecem uma fonte de glicose para 


o metabolismo bacteriano. Dextranas sinteticas sao utili- 
zadas em alguns produtos comerciais (p. ex., Sephadex) 
que servem para o fracionamento de proteinas por meio de 
cromatografia por exclusao de tamanho (ver Figura 3-17b). 
As dextranas nesses produtos sao quimicamente ligadas 
por ligagoes cruzadas para formarem materials insoluveis 
de varies tamanhos. 

Alguns homopolissacarideos tern fun^es estruturais 

A celulose - substancia fibrosa, resistente e insoluvel em 
agua - e encontrada na parede celular de plantas, particu- 
larmente em caules, troncos e todas as porgoes amadeira- 
das do corpo da planta, e constitui grande parte da mas- 
sa da madeira e quase a totalidade da massa do algodao. 
Como a amilose, a celulose e um homopolissacarideo linear 
e nao ramificado, constituido por 10.000 a 15.000 unidades 
de D-glicose. Entretanto, existe uma importante diferenga: 
na celulose, os residuos de D-glicose tern a configuragao 
j8 (Figura 7-14), enquanto na amilose a glicose esta em 
configuragao a. Os residuos de glicose na celulose estao 
ligados por ligagoes glicosidicas (/31^4), ao contrario das 
ligagoes (a 1^4) da amilose. Devido a essa diferenga, as 
moleculas individuals de celulose e amilose dobram-se es- 
pacialmente de maneiras diferentes, dando a essas molecu¬ 
las estruturas macroscopicas e propriedades fisicas muito 
diferentes (ver a seguir). A natureza rigida e fibrosa da 
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Unidades de D-glicose ligadas por liga^oes (j81^4) 


FIGURA 7-14 Celulose. Duas unidades de uma cadeia de celulose; os 
residues de D-glicose estao em ligagoes (jS1^4). As rigidas estruturas em 
cadeira podem rotar uma em relagao a outra. 

celulose a torna util para produtos comerciais como pape- 
lao e material para isolamento, e ela e um dos principals 
componentes dos tecidos de algodao e linho. A celulose e 
tambem a materia-prima para a produgao comercial de ce- 
lofane e seda artificial (rayon). 

0 glicogenio e o amido ingeridos na dieta sao hidroli- 
sados por a-amilases e glicosidases, enzimas presentes 
na saliva e no intestino que rompem ligagoes glicosidicas 
(q: 1^4) entre as unidades de glicose. A maioria dos animals 
vertebrados nao consegue utilizar a celulose como uma fon- 
te combustivel, pois eles carecem de uma enzima que hi- 
drolise ligagoes (/31^4). Os cupins digerem a celulose (e, 
portanto, a madeira) prontamente, mas somente porque 
carregam no trato intestinal um microrganismo simbiotico, 
Trichonympha, que seer eta celulase, enzima que hidroli- 
sa as ligagoes (j81^4) (Figura 7-15). Estudos de genetica 
molecular tern revelado que os genes que codificam as en¬ 
zimas para a degradagao da celulose estao presentes nos 
genomas de uma ampla gama de animals invertebrados, 
incluindo artropodes e nematodeos. Existe uma excegao 
importante para a ausencia da celulase nos vertebrados: os 
animals ruminantes, tais como gado, ovelhas e cabras, car¬ 
regam no rumen (o primeiro dos quatro compartimentos 
de sens estomagos) microrganismos simbioticos que con- 
seguem hidrolisar a celulose, permitindo que estes animals 



FIGURA 7-15 Degradagao da celulose por Trichonympha, protista do 
estomago dos cupins da madeira. 0 Trichonympho produz a enzima ce¬ 
lulase, que hidrolisa as ligagoes glicosidicas da celulose, tornando a 

madeira uma fonte metabolizavel de agucar (glicose) para o protista e para 
o cupim. Embora diversos invertebrados consigam digerir a celulose, ape- 
nas alguns vertebrados o fazem (os ruminantes, como o gado, as ovelhas e 
as cabras); os ruminantes sao capazes de utilizar a celulose como alimento 
porque o primeiro dos seus quatro compartimentos estomacais (o rumen) e 
colonizado por bacterias e protistas que secretam celulase. 


degradem a celulose das gramineas macias de sua dieta, 
mas nao de plantas arbustivas. A fermentagao no rumen 
gera acetate, propionate e j8-hidroxibutirato, que o animal 
utiliza para sintetizar os agucares do leite (p. 560). 

A biomassa (tal como a graminea Panicum virgatum) 
rica em celulose pode ser utilizada como materia-prima 
para a fermentagao de carboidratos a etanol, para ser utili- 
zado com um aditivo na gasolina. A produgao de biomassa 
anual na Terra (realizada principalmente pelos organismos 
fotossinteticos) e o equivalente energetico de aproximada- 
mente um trilhao de barris de petroleo, quando convertida 
a etanol por meio da fermentagao. Devido a sua potencial 
utilidade para a conversao de biomassa em bioenergia, as 
enzimas que degradam a celulose, tais como a celulase, es¬ 
tao sob intensa investigagao. Complexos supramoleculares 
chamados celulosomos, encontrados na superficie externa 
da bacteria Clostridium cellulolyticum, incluem a subuni- 
dade catalitica da celulase, juntamente com proteinas que 
unem uma ou mais moleculas de celulase a superficie bac- 
teriana, e uma subunidade que se liga a celulose e a posicio- 
na no sitio catalitico. 

Uma fragao principal da biomassa fotossintetica esta na 
porgao amadeirada das plantas e arvores, a qual consiste 
em celulose e outros polimeros derivados de carboidratos 
nao facilmente digeriveis, tanto quimica como biologica- 
mente. As ligninas, por exemplo, formam aproximadamen- 
te 30% da massa da madeira. Sintetizadas a partir de pre- 
cursores que incluem a fenilalanina e a glicose, as ligninas 
sao polimeros complexos com ligagoes cruzadas covalentes 
com a celulose que complicam a digestao da celulose pela 
celulase. Para que as plantas lenhosas sejam utilizadas para 
a produgao de etanol a partir de biomassa, maneiras melho- 
res para digerir os componentes da madeira precisarao ser 
encontradas. 

A quitina e um homopolissacarideo linear composto 
por residuos de A^-acetilglicosamina em ligagoes (j81^4) 
(Figura 7-16). A unica diferenga quimica em comparagao 
com a celulose e a substituigao de um grupo de hidroxila 
em C-2 por um grupo de amina acetilado. A quitina forma 
fibras longas similares as fibras da celulose e, como a celu¬ 
lose, nao pode ser digerida por vertebrados. A quitina e o 
principal componente dos exoesqueletos duros de aproxi- 
madamente 1 milhao de especies de artropodes - insetos, 
lagostas e caranguejos, por exemplo - e e provavelmente o 
segundo polissacarideo mais abundante na natureza, depois 
da celulose; estima-se que 1 bilhao de toneladas de quitina 
sao produzidas a cada ano na biosfera. 

Fatores estericos e ligates de hidrogenio influenciam o 
enovelamento dos homopolissacarideos 

0 enovelamento de polissacarideos em tres dimensoes 
segue os mesmos principios que governam a estrutura de 
polipeptideos. Subunidades com estrutura relativamente ri- 
gida ditada por ligagoes covalentes formam estruturas ma- 
cromoleculares tridimensionais estabilizadas por interagoes 
fracas dentro da propria molecula ou intermoleculares, tais 
como ligagoes de hidrogenio, interagoes hidrofobicas, inte¬ 
ragoes de van der Waals e, para polimeros com subunidades 
carregadas, interagoes eletrostaticas. Como os polissacari¬ 
deos tern muitos grupos hidroxila, as ligagoes de hidrogenio 
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FIGURA 7-16 Quitina. (a) Segmento curto de quitina, ho- 
mopolimero de unidades de AZ-acetil-D-glicosamina em liga- 
goes (jS1^4). (b) Besouro Pelidnota punctata, com sua arma- 
dura (exoesqueleto) de quitina. 


tern uma influencia especialmente importante em suas es- 
tmturas. 0 glicogenio, o amido e a celulose sao compostos 
por subunidades de piranose (o anel de seis membros), as- 
sim como os oligossacarideos de glicoprotemas e glicolipi- 
deos a serem discutidos a seguir. Tais moleculas podem ser 
representadas como uma serie de rigidos aneis de piranose 
conectados por um atomo de oxigenio que une dois atomos 
de carbono (a ligagao glicosidica). Existe, em principio, li- 
vre rotagao ao redor de ambas as ligagoes C-0 que ligam os 
residuos (Figura 7-14), porem, como nos polipeptideos (ver 
Figuras 4-2 e 4-9), a rotagao ao redor de cada ligagao e limi- 
tada pelo impedimento esterico gerado pelos substituintes. 
As estruturas tridimensionais dessas moleculas podem ser 
descritas nos termos dos angulos de diedro, da ligagao gli¬ 
cosidica (Figura 7-17), analogos aos angulos (/> e i// forma- 
dos pela ligagao peptldica (ver Figura 4-2). 

0 volume do anel de piranose e sens substituintes, e 
os efeitos eletronicos sobre o carbono anomerico, cons- 
tringem os angulos (j) e ip; assim, certas conformagoes sao 
muito mais estaveis do que outras, como pode ser mos- 
trado por um mapa da energia em fungao destes angulos 
(Figura 7-18). 

A estrutura tridimensional mais estavel para as cadeias 
ligadas por ligagoes (q: 1^4) do amido e do glicogenio e 
uma helice firmemente enrolada (Figura 7-19), esta- 
bilizada por ligagoes de hidrogenio entre as cadeias. Na 
amilose, que nao e ramificada, essa estrutura e regular o 
suficiente para permitir a cristalizagao e, portanto, a de- 
terminagao da estrutura por difragao de raios X. 0 piano 
medio de cada residue ao longo da cadeia da amilose for¬ 
ma um angulo de 60° com o piano medio do residue pre¬ 
decessor, de mode que a estrutura em helice tern seis re¬ 
sidues por volta. Para a amilose, o centre da helice tern 




H 

Amilose 

Repetigoes de (q:1^4)GIc 



Dextrana 

Repetigoes de (q:1^6)GIc (com ramificagoes nao mostradas) 

FIGURA 7-17 Conformagao das ligagoes glicosfdicas da celulose, 
amilose e dextrana. Os polimeros estao representados como rigidos aneis 
de piranose unidos por ligagoes glicosfdicas, com livre rotagao ao redor des¬ 
sas ligagoes. Observe que na dextrana tambem existe livre rotagao ao redor 
da ligagao entre C-5 e C-6 (o angulo de torgao co [omega]). 
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• cj),ifj = 30°,-40° 




(a) 

FIGURA 7-18 Mapa das conforma^des mais comuns em oligossa- 
carfdeos e polissacarfdeos. Os angulos de torgao (peip (ver Figura 7-17), 
que definem as relaqoes espaciais entre aneis adjacentes, podem, em prin- 
cipio, ter qualquer valor entre 0° e 360° Na verdade, alguns dos angulos 
de torqao originariam conformaqoes estericamente impedidas, enquanto 
outros originam conformaqdes que maximizam a formaqao de ligaqdes de 
hidrogenio. (a) Quando a energia relativa iX) para cada valor de 4> e ijj e re- 
presentada em urn grafico, com os contornos de isoenergia ("mesma ener¬ 
gia") representados em intervalos de 1 kcal/mol acima do estado de energia 

precisamente as dimensoes corretas para acomodar ions 
complexes de iodo (Fg e I 5 ”), formando um complexo azul 
intense. Essa interagao e a base de um teste qualitative 
comum para a presenga de amilose. 


FIGURA 7-19 A estrutura helicoidal do amido (amilose). (a) Na con- 
formaqao mais estavel, por causa das rigidas cadeiras adjacentes, a cadeia 
polissacaridica e curva, em vez de reta como a da celulose (ver Figura 7-14). 
(b) Modelo de um segmento da amilose; para maior clareza, os grupos hi- 
droxila de apenas um residue de glicose estao representados. Compare os 
dois residues sombreados em cor salmao com as estruturas quimicas em (a). 
Pela conformaqao das ligaqoes (q: 1^4) na amilose, na amilopectina e no gli- 
cogenio, estes polimeros formam estruturas firmes em helice enrolada. Estas 
estruturas compactas originam os densos granules de armazenamento de 
amido ou glicogenio observados em muitas celulas (ver Figura 20-2). 


(b) • = -170°, -170° 

minima, o resultado e um mapa das conformaqdes preferenciais. Este mapa 
e analogo ao grafico de Ramachandran para peptideos (ver Eiguras 4-3 e 
4-9). (b) Dois extremes energeticos para o dissacarideo Gal(/31 ^3)Gal; estes 
valores estao representados no diagrama de energia (a) pelos circulos ver- 
melho e azul. 0 circulo vermelho indica a conformaqao menos favorecida; o 
circulo azul indica a conformaqao mais favorecida. As conformaqdes conhe- 
cidas dos tres polissacarideos mostrados na Eigura 7-17 foram determina- 
das por cristalografia por raios X e todas estao dentro das regides de menor 
energia do mapa. 

Para a celulose, a conformagao mais estavel e aquela na 
qual cada cadeira gira 180° em relagao aos vizinhos, o que 
gera uma cadeia reta e estendida. Todos os grupos -OH es¬ 
tao disponiveis para ligagoes de hidrogenio com as cadeias 
vizinhas. Com algumas cadeias estendendo-se lado a lado, 
uma rede estabilizada por ligagoes de hidrogenio interca- 
deia e intracadeia produz fibras supramoleculares retas e 
estaveis, com grande resistencia a tensao (Figura 7-20). 
Essa propriedade da celulose a tern feito uma substancia 
util para as civilizagoes por milenios. Muitos produtos ma- 
nufaturados, incluindo papiro, papel, papelao, viscose, iso- 
lantes e varies outros materiais uteis, sao derivados da ce¬ 
lulose. 0 conteudo de agua desses materiais e baixo porque 
o grande numero de ligagoes de hidrogenio entre as cadeias 
das moleculas de celulose esgota sua capacidade para for- 
magao de ligagoes de hidrogenio. 

As paredes celulares de bacterias e algas contem 
heteropolissacan'deos estruturais 

0 componente rigido das paredes celulares bacterianas (o 
peptidoglicano) e um heteropolimero de residues alterna- 
dos de Af-acetilglicosamina e acido Af-acetilmuramico uni- 
dos por ligagoes (j81^4) (ver Figura 20-30). Os polimeros 
lineares encontram-se lado a lado na parede celular, cruza- 
damente ligados por peptideos curtos, cuja estrutura exata 
depende da especie bacteriana. As ligagoes cruzadas dos 
peptideos juntam as cadeias de polissacarideo em uma bai- 
nha resistente (peptidoglicano) que envolve a celula inteira 
e impede o inchago e a lise celular devidos a entrada osmo- 
tica de agua. A enzima lisozima e bactericida por hidrolisar 
as ligagoes glicosidicas (/31^4) entre Af-acetilglicosamina 
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FIGURA7-20 Cadeiasdecelulose. Representagaoem escala desegmen- 
tos de duas cadeias de celulose paralelas, mostrando a conformapao dos re¬ 
sidues de D-glicose e as ligapoes de hidrogenio formando ligapoes cruzadas. 
Na unidade de hexose embaixo a esquerda, estao representados todos os 
atomos de hidrogenio; nas outras tres unidades de hexose, os hidrogenios 
ligados ao carbono foram omitidos para maior clareza, ja que nao participam 
de ligapoes de hidrogenio. 

e acido A^-acetilmuramico (ver Figura 6-27); essa enzima 
e encontrada nas lagrimas dos seres humanos, onde e pre- 
sumivelmente uma defesa contra infeegoes bacterianas nos 
olhos, e e tambem produzida por certos virus de bacterias 
para garantir que o virus seja liberado de dentro da celula 
bacteriana hospedeira, etapa essencial do ciclo de infeegao 
viral. A penicilina e os antibioticos relacionados sao bacte- 
ricidas por impedirem a formagao das ligagoes cruzadas, 
tornando a parede celular uiuito fraca para resistir a lise 
osmotica (ver p. 224). 

Certas algas marinhas vermelhas tern paredes celulares 
que conteui agar, mistura de heteropolissacarideos sulfa- 
tados couipostos por D-galactose e urn derivado de L-galac- 
tose, unidos entre C-3 e C -6 por uma ligagao eter. 0 agar 
e uma complexa mistura de polissacarideos, todos com o 
mesmo esqueleto estrutural, mas sendo substituidos por di- 
ferentes quantidades de sulfato e piruvato. A agarose (M^ 
— 150.000) e o componente do agar que possui menos gru- 
pamentos carregados (sulfatos, piruvatos) (Figura 7-21). 
Sua propriedade singular de formar geis a torna util nos la- 
boratorios de bioquimica. Quando uma suspensao de agaro¬ 
se em agua e aquecida e depois resfriada, a agarose forma 
uma helice dupla: duas moleculas em orientagao paralela 
se enrolam uma na outra, com uma volta da helice a cada 
tres residues; moleculas de agua ficam retidas na cavidade 
central. Essas estruturas helicoidais se associam umas com 
as outras para formar um gel - uma matriz tridimensional 
que retem grandes quantidades de agua. Geis de agarose 
sao utilizados como suportes inertes para a separagao ele- 
troforetica de acidos nucleicos, uma parte essencial do pro- 
cesso de sequenciamento de DNA (p. 302). 0 agar tambem 
e utilizado para formar uma superficie para o crescimento 
de colonias bacterianas. Outra utilidade comercial do agar 
e a produgao de capsulas, nas quais alguns medicamentos e 
vitaminas sao encapsulados; o agar seco dissolve-se pronta- 
mente no estomago e e metabolicamente inerte. 



(unidades de repetigao a^) 

FIGURA 7-21 Agarose. As unidades repetidas da agarose sao constituidas 
por D-galactose unidas por ligagao (j81^4) a 3,6-anidro-L-galactose (na qual 
uma ligagao eter conecta C-3 e C-6). Essas unidades sao ligadas por ligagoes 
glicosidicas (q: 1^3), formando polimeros com um comprimento de 600 a 
700 residues. Uma pequena fragao dos residues de 3,6-anidro-L-galactose 
contem um ester de sulfato em C-2 (como mostrado aqui). Os parenteses 
abertos no nome sistematico indicam que as unidades repetidas estendem- 
-se a partir das duas extremidades. 

Os glicosaminoglicanos sao heteropolissacarideos da 
matriz extracelular 

0 espago extracelular dos tecidos dos animals multicelula- 
res e preenchido com um material semelhante a gel, a ma¬ 
triz extracelular (MEC), tambem chamada de substan- 
cia fundamental, que mantem as celulas unidas e prove um 
meio poroso para a difusao de nutrientes e oxigenio para 
cada celula. A MEC, que circunda fibroblastos e outras ce¬ 
lulas do tecido conectivo, e composta por uma rede entre- 
lagada de polissacarideos e proteinas fibrosas, como colage- 
nos, elastinas e fibronectinas fibrilares. A membrana basal e 
uma MEC especializada sobre a qual se assentam as celulas 
epiteliais; ela e constituida por colagenos especializados, 
lamininas e heteropolissacarideos. Esses heteropolissaca¬ 
rideos, os glicosaminoglicanos, formam uma familia de 
polimeros lineares compostos por unidades de dissacarideo 
repetidas (Figura 7-22). Os glicosaminoglicanos sao ex- 
clusivos de animals e bacterias, nao sendo encontrados em 
plantas. Um dos dois monossacarideos e obrigatoriamente 
Af-acetilglicosamina ou Af-acetilgalactosamina; o outro, na 
maioria dos casos, e um acido uronico, geralmente acido d- 
-glicuronico ou acido L-iduronico. Alguns glicosaminoglica¬ 
nos contem grupos sulfato esterificados. A combinagao dos 
grupos sulfato com os grupos carboxilato dos residuos de 
acido uronico gera uma densidade muito grande de cargas 
negativas. Para minimizar as forgas de repulsao entre gru¬ 
pos vizinhos carregados, essas moleculas adotam em solu- 
gao uma conformagao estendida, formando uma helice em 
formato de bastao na qual os grupos carboxilato negativa- 
mente carregados situam-se em lados alternados da helice 
(como mostrado para a heparina na Figura 7-22). 0 formato 
de bastao estendido tambem leva a maior separagao pos- 
sivel entre os grupos sulfato negativamente carregados. 0 
padrao de residuos de agucar sulfatados e nao sulfatados 
especifico para cada glicosaminoglicano proporciona que 
diferentes ligantes proteicos, os quais se ligam eletrosta- 
ticamente aos glicosaminaglicanos, sejam reconhecidos 
especificamente. Os glicosaminoglicanos sulfatados sao li¬ 
gados a proteinas extracelulares para formarem proteogli- 
canos (Segao 7.3). 

0 glicosaminoglicano acido hialuronico (hialuronana) 
contem residuos alternados de acido D-glicuronico e Af-ace- 
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Glicosaminoglicano Dissacandeo repetido 


Numero de 
dissacandeos 
por cadeia 


Acido 

hialuronico 

-50,000 





Heparina 

15-90 



ldoA2S GlcNS3S6S 


Segmento de heparina 


tilglicosamina (Figura 7-22). Contendo ate 50.000 repeti- 
goes da unidade dissacandica basica, o acido hialuronico 
tern massa molecular de alguns milhoes; ele forma solugoes 
Claras, altamente viscosas, que funcionam como lubrifican- 
tes no liquido sinovial das articulagoes e geram a consisten- 
cia gelatinosa do humor vitreo nos olhos dos vertebrados (a 
palavra grega hyalos significa “vidro”; o acido hialuronico 
pode ter aparencia vitrea ou translucida). 0 acido hialuro- 


FIGURA 7-22 Unidades repetidas de alguns glicosaminoglicanos 
comuns na matriz extracelular. Os glicosaminoglicanos sao copolime- 
ros de residuos alternados de acido uronico e aminoagucares (o queratan- 
-sulfato e uma excegao), com esteres de sulfato presentes em diferentes 
posigoes, exceto no acido hialuronico. Os grupos ionizados carboxilato e 
sulfato (em vermelho nas formulas em perspective) criam a alta carga nega¬ 
tive caracteristica destes polimeros. A heparina utilizada terapeuticamente 
contem principalmente acido iduronico (IdoA) e uma proporgao menor de 
acido glicuronico (GIcA, nao mostrado), em geral sendo altamente sulfatada 
e de comprimento heterogeneo. 0 modelo em volume atomico mostra um 
segmento da estrutura da heparina em solugao, como determinada por es- 
pectroscopia de RMN (PDB ID 1HPN). Os carbonos no sulfato do acido iduro¬ 
nico estao em azul; os carbonos no sulfato de glicosamina estao em verde. 
0 oxigenio e o enxofre estao representados nas cores vermelho e amarelo, 
respectivamente. Os atomos de hidrogenio nao estao mostrados (para maior 
clareza). 0 heparan-sulfato (nao mostrado) e similar a heparina, mas contem 
uma proporgao maior de GIcA e menos grupos sulfato, distribuidos em um 
padrao menos regular. 


nico tambem e um componente da matriz extracelular de 
cartilagens e tendoes, onde auxilia na resistencia a tensao e 
elasticidade, devido a sua forte interagao nao covalente com 
outros componentes da matriz. A hialuronidase, enzima se- 
cretada por certas bacterias patogenicas, hidrolisa as liga- 
goes glicosidicas do acido hialuronico, tornando os tecidos 
mais suscetiveis a infecgao bacteriana. Em muitas especies 
animais, uma enzima similar presente no espermatozoide 
hidrolisa o revestimento de glicosaminoglicano que envolve 
o ovulo, permitindo a penetragao do espermatozoide. 

Os outros glicosaminoglicanos diferem do acido hialuro¬ 
nico em tres aspectos: em geral sao polimeros muito mais 
curtos, estao covalentemente ligados a proteinas especifi- 
cas (proteoglicanos), e uma ou as duas unidades monome- 
ricas sao diferentes daquelas do acido hialuronico. 0 sul¬ 
fato de condroitina (do grego chondros, “cartilagem”) 
auxilia na resistencia a tensao das cartilagens, dos tendoes, 
dos ligamentos e das paredes da aorta. 0 dermatan-sulfato 
(do grego derma, “pele”) auxilia na flexibilidade da pele e 
tambem esta presente em vasos sanguineos e valvulas car- 
diacas. Nesse polimero, muitos dos residuos de glicuronato 
presentes no sulfato de condroitina estao substituidos por 
seu 5-epimero, L-iduronato(IdoA). 


H COO“ 




(IdoA) 


(GIcA) 


Os queratan-sulfatos (do grego keras, “chifre”) nao 
contem acido uronico, e o conteudo de sulfato e variavel. 
Estao presentes em cartilagens, ossos e varias estruturas 
corneas formadas por celulas mortas: chifres, cabelos, cas- 
cos, unhas e garras. 0 heparan-sulfato (do grego hepar, 
“figado”; originalmente isolado de figado de cachorro) e 
sintetizado por todas as celulas animais e contem arranjos 
variados de agucares sulfatados e nao sulfatados. Os seg- 
mentos sulfatados da cadeia permitem a interagao com um 
grande numero de proteinas, incluindo fatores de cresci- 
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mento e componentes da matriz extracelular, assim como 
varias enzimas e fatores presentes no plasma. A heparina e 
uma forma fracionada do heparan-sulfato, derivada princi- 


FIGURA 7-23 Intera^ao entre um glicosaminoglicano e sua protema 
ligante. 0 fator 1 de crescimento de fibroblastos (FGF1), seu receptor na 
superficie celular (FGFR) e um curto segmento de um glicosaminoglicano 
(heparina) foram cocristalizados para gerar a estrutura mostrada aqui (PDB 
ID 1EOO). As proteinas estao representadas por imagens de contorno da su¬ 
perficie, com as cores representando o potencial eletrostatico predominante 
da superficie: vermelho, carga negativa; azul, carga positiva. A heparina esta 
representada no modelo de esfera e bastao, com as cargas negativas (—SO" 
e -COO") atraidas para a superficie positiva (azul) da proteina FGFl. A hepari¬ 
na foi utilizada neste experiment, mas o glicosaminoglicano que se liga ao 
FGFl in vivo e o heparan-sulfato presente na superficie celular. 


palmente de mastocitos (tipo de leucocito). Ela e um agen- 
te terapeutico utilizado para inibir a coagulagao sangmnea 
por sua capacidade de se ligar a antitrombina, um inibidor 
de proteases. A ligagao da heparina leva a antitrombina a se 
ligar e inibir a trombina, protease essencial para a coagula- 
gao do sangue. Essa interagao e fortemente eletrostatica; 
a heparina tern a maior densidade de cargas negativas que 
a de qualquer macromolecula biologica conhecida (Figu- 
ra 7-23). A heparina purificada costuma ser adicionada a 
amostras de sangue coletadas para analises clinicas e ao 
sangue doado para transfusao, para impedir a coagulagao. 

A Tabela 7-2 descreve a composigao, as propriedades, 
as fungoes e a ocorrencia dos polissacarideos descritos na 
Segao 7.2. 


TABELA 7-2 


Estruturas e fun^es de alguns polissacarideos 


Polimero 

Tipo* 

Unidade repetida^ 

Tamanho (numero de 
unidades monossacan'dkas) 

Fun^ao/importanda 

Amido 

Amilose 

Amilopectina 

Homo- 

Homo- 

(q;1^4)G1c, linear 
(q;1^4)G1c, com ramificagoes 
(q;1^6)G1c a cada 24-30 re- 
siduos 

60-5.000 

Ate 10® 

Axmazenamento de energia: em 
plantas 

Glicogenio 

Homo- 

(q;1^4)G1c, com ramificagoes 
(q;1^6)G1c a cada 8 a 12 
residues 

Ate 50.000 

Axmazenamento de energia: em celu- 
las bacterianas e animais 

Celulose 

Homo- 

(j81^4)Glc 

Ate 15.000 

Estrutural: em plantas, garante rigi- 
dez e forga as paredes celulares 

Quitina 

Homo- 

(jS 1^4) GlcNAc 

Muito grande 

Estrutural: em insetos, aranhas e 
crustaceos, garante rigidez e forga ao 
citoesqueleto 

Dextrana 

Homo- 

(q;1^6)G1c, com ramificagoes 
C«1^3) 

Varies tamanhos 

Estrutural: em bacterias, adesao ex¬ 
tracelular 

Peptidoglicano 

Hetero-; 
ligado a 
peptideos 

4) Mur2 Ac (j81 ^4) GlcN Ac (jS 1 

Muito grande 

Estrutural: em bacterias, garante ri¬ 
gidez e forga ao envelope celular 

Agarose 

Hetero- 

3)D-Gal(j81^4)3,6-anidro-L- 

-GalCal 

1.000 

Estrutural: em algas, material da pa- 
rede celular 

Acido hialuronico 
(glicosaminoglicano) 

Hetero-; 

acido 

4) Glc A(j81^3) GlcNAc (jS 1 

Ate 100.000 

Estrutural: em vertebrados, na ma¬ 
triz extracelular da pele e do tecido 
conectivo; viscosidade e lubrificagao 
em articulagoes 


*Cada polimero esta classificado como um homopolissacarideo (homo-) ou heteropolissacarideo (hetero-). 

^Os nomes abreviados das unidades repetidas do peptidoglicano, agarose e acido hialuronico indicam que o polimero contem repetigoes desta unidade dissacaridica. 
Por exemplo, no peptidoglicano, o GlcNAc de uma unidade dissacaridica esta ligado em (j81^4) ao primeiro residuo da prdxima unidade dissacaridica. 
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RESUMO 7.2 Polissacandeos 

► Os polissacandeos (glicanos) servem para o armazena- 
mento de combustivel e como componentes estruturais 
da parede celular e da matriz extracelular. 

► Os homopolissacarideos amido e glicogenio armazenam 
combustivel em celulas vegetais, animais e bacterianas. 
Sao constituidos por D-glicose com ligagoes (a 1^4), e 
ambos contem algumas ramificagoes. 

► Os homopolissacarideos celulose, quitina e dextrana 
tern fungoes estruturais. A celulose, composta por resi- 
duos de D-glicose em ligagoes (/31^4), garante forga e 
rigidez a parede celular de plantas. A quitina, um poli- 
mero de A^-acetilglicosamina com ligagoes (j81-^4), for- 
talece o exoesqueleto de artropodes. A dextrana forma 
um revestimento aderente ao redor de certas bacterias. 

► Os homopolissacarideos se dobram em tres dimensoes. 
A forma em cadeira do anel piranose e essencialmen- 
te rigida, de modo que a conformagao dos polimeros e 
determinada pela rotagao das ligagoes entre os aneis e 
o atomo de oxigenio na ligagao glicosidica. 0 amido e o 
glicogenio formam estruturas helicoidais com ligagoes 
de hidrogenio dentro da propria cadeia; a celulose e a 
quitina formam fitas longas e retas que interagem com 
as fitas vizinhas. 

► As paredes celulares de algas e bacterias sao fortaleci- 
das por heteropolissacarideos - peptidoglicano em bac¬ 
terias, agar em algas. 0 dissacarideo que se repete no 
peptidoglicano e GlcNAc(j81^4)Mur2Ac; no agar, e d- 
-Gal(j81^4)3,6-anidro-L-Gal. 

► Os glicosaminoglicanos sao heteropolissacarideos ex- 
tracelulares nos quais uma das duas unidades de mo- 
nossacarideo e um acido uronico (o queratan-sulfato 
e uma excegao) e a outra e um aminoagucar A^-aceti- 
lado. Esteres de sulfato em alguns dos grupos hidro- 
xila e em alguns dos grupos amino de certos residues 
de glicosamina na heparina e no heparan-sulfato dao a 
esses polimeros uma alta densidade de cargas negati- 
vas, forgando-os a adotarem conformagoes estendidas. 
Esses polimeros (acido hialuronico, sulfato de condroi- 
tina, dermatan-sulfato e queratan-sulfato) garantem a 
matriz extracelular viscosidade, adesao e resistencia a 
compressao. 

7.3 Glicoconjugados: proteoglkanos, 
glicoprotemas e glicoesfingolipi'deos 

Alem dos importantes papeis como armazenadores de com¬ 
bustivel (amido, glicogenio, dextrana) e como material es- 
trutural (celulose, quitina, peptidoglicanos), os polissacari- 
deos e oligossacarideos sao transportadores de informagao. 
Alguns fornecem comunicagao entre as celulas e a matriz 
extracelular circundante; outros sinalizam proteinas para o 
transporte e a localizagao em organelas especificas, ou para 
degradagao, quando a proteina e malformada ou superflua; 
e outros atuam como pontos de reconhecimento para mole- 
culas de sinalizagao extracelulares (fatores de crescimento, 
por exemplo) ou parasitas extracelulares (bacterias e vi¬ 
rus). Em praticamente todas as celulas eucarioticas, cadeias 


de oligossacarideos especificos ligadas a componentes da 
membrana plasmatica formam uma camada de carboidratos 
(o glicocalice) com alguns nanometros de espessura, que 
serve como uma superficie rica em informagoes que a ce- 
lula expoe para o meio exterior. Esses oligossacarideos sao 
componentes centrais para reconhecimento e adesao entre 
celulas, migragao celular durante o desenvoMmento, coa- 
gulagao sanguinea, resposta imune, cicatrizagao de ferimen- 
tos e outros processos celulares. Na maioria desses casos, o 
carboidrato que carrega a informagao esta covalentemente 
ligado a uma proteina ou lipideo, formando um glicoconju- 
gado, molecula biologicamente ativa (Figura 7-24). 

Os proteoglicanos sao macromoleculas da superficie 
celular ou da matriz extracelular nas quais uma ou mais 
cadeias de glicosaminoglicanos sulfatados estao covalen¬ 
temente unidas a uma proteina de membrana ou a uma 
proteina secretada. A cadeia de glicosaminoglicano pode 
ligar-se a proteinas extracelulares por meio de interagoes 
eletrostaticas entre a proteina e os agucares negativamente 
carregados do proteoglicano. Os proteoglicanos sao os prin- 
cipais componentes de todas as matrizes extracelulares. 

As glicoprotemas tern um ou alguns oligossacarideos 
de complexidades variadas, unidos covalentemente a uma 
proteina. Costumam ser encontradas na superficie externa 
da membrana plasmatica (como parte do glicocalice), na 
matriz extracelular e no sangue. Nas celulas, sao encon¬ 
tradas em organelas especificas, como aparelho de Golgi, 
granulos de secregao e lisossomos. As porgoes oligossaca- 
ridicas das glicoprotemas sao muito heterogeneas e, assim 
como os glicosaminoglicanos, sao ricas em informagao, for- 

Proteoglicanos 

+NH3 

I Sulfato de condroitina 

Ser 



COO- coo- 

FIGURA 7-24 Glicoconjugados. As estruturas de alguns proteoglicanos, 
glicoproteinas e glicoesfingolipideos tipicos descritos no texto. 
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mando locals extremamente especificos para o reconheci- 
mento e a ligagao de alta afinidade por protemas ligantes 
de carboidratos, chamadas de lectinas. Algumas protemas 
citosolicas e nucleares tambem podem ser glicosiladas. 

Os glicoesfingolipideos sao componentes da membra- 
na plasmatica nos quais o grupo hidrofflico da cabega e um 
oligossacandeo. Como nas glicoprotemas, os oligossacandeos 
servem como pontos especificos para o reconhecimento por 
lectinas. 0 cerebro e os neuronios sao ricos em glicoesfingoli- 
pldeos, os quais auxiliam na condugao nervosa e na formagao 
da mielina. Os glicoesfingolipldeos tambem sao importantes 
para a transdugao de sinal celular. Esfingolipldeos sao discu- 
tidos em mais detalhes nos Capltulos 10 e 11. 

Os proteoglicanos, macromoleculas presentes na 
superficie celular e na matriz extracelular, contem 
glicosaminoglicanos 

As celulas de mamlferos sintetizam 40 tipos de proteoglica¬ 
nos. Essas moleculas agem como organizadores de tecidos 
e influenciam varias atividades celulares, como a ativagao 
de fatores de crescimento e a adesao. A unidade basica 
dos proteoglicanos consiste em um “cerne proteico” (pro- 
telna central) com um ou mais glicosaminoglicanos cova- 
lentemente ligados. 0 ponto para a ligagao e um reslduo 
de Ser, ao qual o glicosaminoglicano e unido por meio de 
uma ponte tetrassacarldica (Figura 7-25). 0 reslduo de 
Ser geralmente esta na sequencia —Ser—Gly—X—Gly— 
(em que X e um reslduo de aminoacido), embora nem todas 
as protemas contendo essa sequencia estejam ligadas a um 
glicosaminoglicano. 

Muitos proteoglicanos sao secretados para a MEG, 
mas alguns sao protemas integrals de membrana (ver Fi¬ 
gura 11-7). Por exemplo, a fina camada da MEG que se- 
para grupos organizados de celulas de outros grupos (a 
lamina basal) contem uma famllia de protemas centrals 
20.000 a 40.000), cada qual com algumas cadeias de 
heparan-sulfato ligadas. Existem duas famllias principals 
de proteoglicanos de membrana ligados a heparan-sulfa- 


Carboxi- 

terminal 




(GIcA ^ GalNAc4S)„ 


Cerne proteico 


Sulfato de condroitina 


(iS1^4) (pi^S) 

GIcA ^ Gal ^ Gal ^ Xyl 
(PI^S) (iS1^4) 


Amino- 

terminal 


FIGURA 7-25 Estrutura dos proteoglicanos, mostrando a ponte te- 
trassacaridka. Tipica ligapao tetrassacarldica (em azul) conecta um glico¬ 
saminoglicano - neste caso, 4-sulfato de condroitina (em cor de laranja) - a 
um residue de Ser do cerne proteico. 0 residue de xilose na extremidade 
redutora do ligante e unido por meio do carbono anomerico ao grupo hi- 
droxila do residue de Ser. 


to. Os sindecanos tern um unico domlnio transmembra- 
na e um domlnio extracelular que liga entre tres e cinco 
cadeias de heparan-sulfato e, em alguns cases, sulfato de 
condroitina (Figura 7-26a). Os glipicanos sao ligados 
a membrana por uma ancora lipldica, um derivado do li- 
pldeo de membrana fosfatidilinositol (ver Figura 11-15). 
Os sindecanos e os glipicanos podem ser liberados para o 
espago extracelular. Uma protease da MEG capaz de cli- 
var protemas perto da superficie da membrana libera os 
ectodomlnios de sindecanos (aqueles domlnios externos 
a membrana plasmatica), e uma fosfolipase que diva a co- 
nexao com os lipldeos da membrana libera os glipicanos. 
Esses mecanismos possibilitam que a celula altere rapida- 
mente as caracterlsticas de sua superficie. Esse processo 


(a) 


Heparan-sulfato 


Sulfato de 
condroitina 

Exterior 


Membrana 


Interior 


Sindecano 
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Dommio 
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(b) Heparan-sulfato 


■ GIcNAc 
<^GIcA 

■ GIcNS 

NS 

❖ idoA 
2S 2-0-sulfato 
6S 6-0-sulfato 





— Dommio NA 
Dommio NS 


6S 6S 6S 6S 

NS 2S NS 2S NS 2S NS 2S NS 2S 


FIGURA 7-26 Duas famflias de proteoglicanos de membrana. (a) Dia- 
gramas esquematicos de um sindecano e um glipicano na membrana plas¬ 
matica. Os sindecanos, mantidos na membrana plasmatica por interagoes 
hidrofobicas entre uma sequencia de residues de aminoacidos apolares e 
a membrana plasmatica, podem ser liberados por meio de um unico corte 
proteolitico perto da superficie da membrana. Em um sindecano tipico, o 
dommio extracelular esta covalentemente unido (por pontes tetrassacaridi- 
cas como as mostradas na Figura 7-25) a tres cadeias de heparan-sulfato e 
duas cadeias de sulfato de condroitina. Os glipicanos sao mantidos na mem¬ 
brana por meio de um lipideo de membrana covalentemente ligado (ancora 
de GPI; ver Figura 11 -15), porem sao desprendidos se a ligagao entre a por- 
gao lipidica da ancora de GPI (fosfatidilinositol) e o oligossacarideo ligado a 
proteina for clivada por uma fosfolipase.Todos os glipicanos tern 14 residuos 
de Cys conservados, os quais formam ligagoes dissulfeto que estabilizam a 
porgao proteica, e duas ou tres cadeias de glicosaminoglicanos ligadas pro¬ 
ximo ao carboxiterminal, em proximidade com a superficie da membrana. 
(b) Ao longo de uma cadeia de heparan-sulfato, as regioes ricas em agucares 
sulfatados, os dominios NS (em verde) alternam-se com regioes que contem 
principalmente residuos de GIcNAc e GIcA nao modificados, os dominios NA 
(em cinza). Um dos dominios NS esta mostrado com mais detalhes para ilus- 
trar a alta densidade dos residuos modificados: GIcNS (A/-sulfoglicosamina) 
com ester de sulfato no C-6, e GIcA e IdoA com ester de sulfato em C-2. 0 
padrao de sulfatagao exato dos dominios NS varia entre proteoglicanos. 
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de alteragao e altamente regulado e esta ativado nas celu- 
las em proliferagao, tais como celulas cancerosas. A libera- 
gao dos proteoglicanos esta envoMda no reconhecimento 
e na adesao intercelulares, e na proliferagao e na diferen- 
ciagao celulares. Numerosos proteoglicanos de sulfato de 
condroitina e dermatan-sulfato tambem existem, alguns 
como moleculas ligadas a membrana plasmatica, outros 
como produtos secretados para a MEC. 

As cadeias de glicosaminoglicanos podem ligar uma 
variedade de ligantes extracelulares e, assim, modular a 
interagao do ligante com receptores da superficie celu- 
lar especificos. Estudos detalhados com heparan-sulfato 
demonstram que a estrutura dos dommios nao e aleato- 
ria; alguns dommios (tipicamente com o comprimento 
de 3 a 8 unidades de dissacandeo) diferem dos dommios 
vizinhos em sequencia e capacidade de ligar protemas 
especificas. Dommios altamente sulfatados (chamados 
de dommios NS) se alternam com dommios que tern re¬ 
sidues de GlcNAc e GlcA nao modificados (dommios N- 
-acetilados on NA) (Figura 7-26b). 0 padrao exato de 
sulfatagao nos dommios NS depende especificamente do 
proteoglicano; dado o numero de possiveis modificagoes 
do dimero GlcNAc-IdoA (acido iduronico), sao possiveis 
pelo menos 32 unidades de dissacarideo diferentes. Alem 
disso, a mesma proteina central pode apresentar diferen¬ 
tes estruturas de heparan-sulfato quando sintetizada em 
diferentes tipos celulares. 

As moleculas de heparan-sulfato com dominies NS pre- 
cisamente organizados se ligam especificamente a protei- 
nas extracelulares e moleculas de sinalizagao, causando 


modificagao nas suas atividades, o que pode ser o resultado 
de uma alteragao conformacional na proteina, induzida pela 
ligagao (Figura 7-27a), ou ocorrer devido a capacidade 
de dominios adjacentes do heparan-sulfato de se ligarem a 
duas proteinas diferentes, aproximando-as e intensificando 
as interagoes proteina-proteina (Figura 7-2 7b). Um terceiro 
mecanismo de agao geral e a ligagao de moleculas de sinali¬ 
zagao extracelulares (fatores de crescimento, por exemplo) 
ao heparan-sulfato, aumentando a concentragao local des- 
sas moleculas e facilitando a interagao com os receptores 
de fatores de crescimento na superficie celular; nesse caso, 
o heparan-sulfato age como correceptor (Figura 7-2 7c). 
Por exemplo, o fator de crescimento de fibroblastos (FGF), 
proteina sinalizadora extracelular que estimula a divisao 
celular, liga-se primeiramente a porgao heparan-sulfato das 
moleculas de sindecano da membrana plasmatica da celu- 
la-alvo. 0 sindecano apresenta o FGF ao seu receptor da 
membrana celular, de modo que apenas assim o FGF conse- 
gue interagir produtivamente com seu receptor para ativar 
a divisao celular. Finalmente, em outro tipo de mecanismo, 
os dominios NS interagem - eletrostaticamente e de outras 
maneiras - com diversas moleculas extracelulares soluveis, 
mantendo altas concentragoes dessas moleculas na superfi¬ 
cie celular (Figura 7-2 7d). 

A importancia de dominios sulfatados corretamente 
sintetizados no heparan-sulfato e demonstrada no camun- 
dongo mutante (“nocaute”) que carece da enzima que sul- 
fata a hidroxila do C-2 do iduronato (IdoA). Esses animals 
nascem sem os rins e com anormalidades muito graves no 
desenvoMmento do esqueleto e dos olhos. Outros estudos 


(a) Ativagao conformacional 


(b) Intensificagao da interagao protema-protema 



Uma mudanga conformacional induzida na proteina 
antitrombina (AT) apos sua ligagao a um pentassacarideo 
especifico no dommio NS permite a interagao de AT com o 
fator Xa da coagulagao sanguinea, impedindo a coagulagao. 


A ligagao de AT e trombina a dois dommios NS 
adjacentes aproxima as duas protemas e 
favorece sua interagao, o que inibe a 
coagulagao sanguinea. 


(c) Correceptor para ligantes extracelulares 



(d) Localizagao/concentragao na superficie celular 

Lipase lipoproteica 






Dommio NS 


L 


Membrana 


Os dommios NS interagem tanto com o fator de crescimento 
de fibroblastos (FGF) quanto com seu receptor, unindo o 
complexo oligomerico e aumentando a eficacia de baixas 
concentragoes de FGF. 


A alta densidade de cargas negativas do heparan-sulfato atrai 
as moleculas de lipase lipoproteica positivamente carregadas 
e as retem por meio de interagoes eletrostaticas e interagoes 
de sequencia especificas destas com os dommios NS. 


FIGURA 7-27 Quatro tipos de protemas que interagem com os dommios NS do heparan-sulfato. 
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mostram que proteoglicanos de membrana sao importantes 
para a depuragao de lipoprotemas no figado. Existem evi- 
dencias crescentes que a rota escolhida pelos axonios em 
desenvoMmento no sistema nervoso - o circuito neuronal - 
e influenciada por proteoglicanos contendo heparan-sulfato 
e sulfato de condroitina, os quais fornecem indicagoes dire- 
cionais para o crescimento do axonio. 

Alguns proteoglicanos podem formar agregados 
proteoglicanos, enormes grupos supramoleculares de 
muitas proteinas centrais, todas ligadas a uma unica mo- 
lecula de acido hialuronico. A proteina central agrecana 
—250.000) tern multiplas cadeias de sulfato de condroi¬ 
tina e queratan-sulfato unidas a residuos de Ser da proteina 
central por meio de ligagoes trissacaridicas, gerando um 
monomero de agrecano comAf^ —2 X 10®. Quando cente- 
nas on mais dessas proteinas centrais “decoradas” se ligam 
a uma unica molecula estendida de hialuronato (Figura 
7-28), o agregado proteoglicano resultante > 2 X 10®) 
e a agua de hidratagao associada ocupam aproximadamen- 
te o mesmo volume de uma celula bacteriana! 0 agrecano 
interage fortemente com o colageno da matriz extracelular 
das cartilagens, contribuindo para o desenvoMmento, a re- 
sistencia a tensao e a elasticidade desse tecido conectivo. 

Entrelagadas com esses enormes proteoglicanos ex- 
tracelulares estao as proteinas fibrosas da matriz, como 
colageno, elastina e fibronectina, formando uma rede de 
ligagoes cruzadas que garantem forga e elasticidade a toda 

Acido hialuronico 
(ate 50.000 
dissacarideos 



FIGURA 7-28 Agregado proteoglicano da matriz extracelular. Dese- 
nho esquematico de um proteoglicano com muitas moleculas de agrecano. 
Uma molecula muito longa de acido hialuronico esta associada nao cova- 
lentemente com cerca de 100 moleculas da proteina central agrecano. Cada 
molecula de agrecano contem muitas cadeias de sulfato de condroitina e 
queratan-sulfato ligadas covalentemente. Proteinas de ligaqao nas junqoes 
entre cada proteina central e o esqueleto do acido hialuronico controlam a 
interaqao proteina central-acido hialuronico. A micrografia mostra uma unica 
molecula de agrecano, visualizada com um microscopio de forga atomica 
(ver Quad ro 19-2). 


Proteoalicano Fibras de colaaeno em Fibronectina 



Filamentos de actina 


FIGURA 7-29 Intera^des entre as celulas e a matriz extracelular. A 

associagao entre as celulas e os proteoglicanos da matriz extracelular e me- 
diada por uma proteina de membrana (integrina) e por uma proteina extra¬ 
celular (fibronectina, neste exempio) que tern sitios de ligagao tanto para 
integrina quanto para proteoglicano. Observe a proximidade na associagao 
das fibras de colageno com a fibronectina e o proteoglicano. 

a matriz extracelular. Algumas dessas proteinas sao multia- 
desivas, uma unica proteina possui sitios de ligagao para di- 
ferentes moleculas da matriz. A fibronectina, por exempio, 
tern dominios separados que ligam fibrina, heparan-sulfato, 
colageno e uma familia de proteinas da membrana plasma- 
tica chamadas de integrinas, que controlam a sinalizagao 
entre o interior celular e a matriz extracelular (ver Figu¬ 
ra 12-29). 0 quadro geral de interagoes celula-matriz que 
emerge (Figura 7-29) mostra um arranjo de interagoes 
entre moleculas celulares e extracelulares. Essas intera¬ 
goes nao servem meramente para a ancoragem das celu¬ 
las a matriz extracelular, mas tambem proveem rotas que 
guiam a migragao celular nos tecidos em desenvoMmento 
e propagam informagoes em ambas as diregoes atraves da 
membrana plasmatica. 

Glicoprotemastem oligossacarideos ligados 
covalentemente 

Glicoproteinas sao conjugados carboidrato-proteina nos 
quais os glicanos sao menores, ramificados e mais estrutu- 
ralmente diversos do que os gigantescos glicosaminoglica- 
nos dos proteoglicanos. 0 carboidrato e ligado por meio de 
seu carbono anomerico por uma ligagao glicosidica com o 
-OH de um residue de Ser on Thr (0-ligado) on por uma 
ligagao Af-glicosil com o nitrogenio da amida de um residue 
de Asn (Af-ligado) (Figura 7-30). Algumas glicoprotei¬ 
nas tern uma unica cadeia de oligossacarideo, porem mui¬ 
tas tern mais de uma; o carboidrato pode constituir de 1 a 
70% on mais da massa da glicoproteina. Aproximadamente 
metade de todas as proteinas de mamiferos e glicosilada, e 
cerca de 1% de todos os genes de mamiferos codifica para 
enzimas envolvidas na sintese e na ligagao dessas cadeias 
de oligossacarideos. Oligossacarideos Af-ligados sao geral- 
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mente encontrados na sequencia de consenso N-{P}-[ST]; 
nem todos os sitios potenciais sao utilizados. (Consulte o 
Quadro 3-2 para convengoes da representagao de sequen- 
cias de consenso). Aparentemente, nao existe uma sequen¬ 
cia consenso especifica para os oligossacarideos 0-ligados, 
embora as regioes apresentando cadeias 0-ligadas tendam 
a ser ricas em residuos de Gly, Val e Pro. 

Uma classe peculiar de glicoproteinas e encontrada no 
citoplasma e no nucleo; nessas proteinas, as posigoes gli- 
cosiladas contem somente residuos unicos de A^-acetilgli- 
cosamina em ligagoes 0-glicosidicas com o grupo hidroxila 
das cadeias laterals de Ser. Essa modificagao e reversivel e 
ocorre frequentemente nos mesmos residuos de Ser que se- 
rao fosforilados em algum estagio da atividade proteica. As 
duas modificagoes sao mutuamente exclusivas e este tipo 
de glicosilagao e importante para a regulagao da atividade 
das proteinas. Discute-se a fosforilagao de proteinas ampla- 
mente no Capitulo 12. 

Como sera visto no Capitulo 11, a superficie externa da 
membrana plasmatica tern muitas glicoproteinas de mem- 
brana, as quais contem arranjos de oligossacarideos cova- 


(a) 0-ligados 



Exemplos: 

♦hu' Ser/Thr 



Ser/Thr 



GIcNAc I 


C=0 


CH, 


■ GIcNAc 
O Man 
O Gal 
^NeuSAc 
□ GalNAc 



♦ 0*0 - 

Pw-Asn 


FIGURA 7-30 Liga^ao de oligossacarideos a glicoproteinas. (a) Os 

oligossacarideos 0-ligados formam uma ligagao glicosidica com o grupo 
hidroxila de residuos de Ser ou Thr (em vermelho); a ligagao ilustrada aqui 
apresenta GalNAc como o agucar da extremidade redutora do oligossa- 
carideo. Uma cadeia simples e uma cadeia complexa estao mostradas. (b) 
Os oligossacarideos A/-ligados formam uma ligagao A/-glicosil com o nitroge- 
nio da amida de urn residue de Asn (em verde); a ligagao ilustrada aqui tern 
GIcNAc como o agucar terminal. Tres tipos comuns de cadeias de oligossa¬ 
carideos A/-ligadas em glicoproteinas estao mostrados. Uma descrigao com- 
pleta da estrutura do oligossacarideo requer a especificagao da posigao e da 
estereoquimica (a ou jS) de cada ligagao glicosidica. 


lentemente ligados de complexidade variada. As mucinas 
sao glicoproteinas de membrana ou secretadas que podem 
center grandes numeros de cadeias de oligossacarideos O- 
-ligadas. Estao presentes na maioria das secregoes, sendo 
responsaveis pela caracteristica escorregadia do muco. 

A caracterizagao sistematica de todos os carboidratos 
componentes de uma determinada celula ou tecido, incluin- 
do aqueles ligados a proteinas ou lipideos, e chamada de 
glicomica. Para as glicoproteinas, isso tambem significa 
determinar quais proteinas sao glicosiladas e onde, na se¬ 
quencia de aminoacidos, cada oligossacarideo esta ligado. 
E um trabalho desafiador, mas valoroso pelo potencial da 
compreensao dos padroes normals de glicosilagao e das for¬ 
mas nas quais eles podem ser alterados durante o desenvol- 
vimento, em doengas geneticas ou em cancer. Os metodos 
atuais para a caracterizagao da totalidade dos carboidratos 
das celulas dependem muito de aplicagoes sofisticadas de 
espectrometria de massas (ver Figura 7-39). 

As estruturas de um grande numero de oligossacarideos 
O e Af-ligados de diversas glicoproteinas sao conhecidas; as 
Figuras 7-24 e 7-30 apresentam alguns exemplos tipicos. 
Serao discutidos os mecanismos por meio dos quais pro¬ 
teinas especificas adquirem porgoes oligossacaridicas no 
Capitulo 27. 

Muitas das proteinas secretadas por celulas eucarioti- 
cas sao glicoproteinas, incluindo a maioria das proteinas 
do sangue. Por exemplo, as imunoglobulinas (anticorpos) 
e certos hormonios, como o hormonio foliculo-estimulante, 
o hormonio luteinizante e o hormonio estimulante da tireoi- 
de, sao glicoproteinas. Muitas proteinas do leite, incluindo 
a principal proteina do soro do leite, a-lactalbumina, e algu- 
mas das proteinas secretadas pelo pancreas, como a ribonu- 
clease, sao glicosiladas, assim como a maioria das proteinas 
contidas nos lisossomos. 

Aos poucos, as vantagens biologicas da adigao de 
oligossacarideos a proteinas estao sendo descobertas. Os 
agrupamentos altamente hidrofilicos de carboidratos al¬ 
teram a polaridade e a solubilidade das proteinas com as 
quais estao conjugados. Cadeias de oligossacarideos liga- 
das a proteinas que foram recentemente sintetizadas no 
reticulo endoplasmatico (RE) e trabalhadas no aparelho 
de Colgi servem como marcadores do destino da proteina 
(ver Figura 27-39) e tambem para o controle da qualidade 
proteica, marcando proteinas mal dobradas para a degra- 
dagao (ver Figura 27-40). Quando numerosas cadeias de 
oligossacarideos negativamente carregadas se agrupam 
em uma unica regiao de uma proteina, a repulsao de car- 
gas entre elas favorece a formagao de uma estrutura es- 
tendida, em forma de bastao, naquela regiao. 0 volume e 
a carga negativa das cadeias de oligossacarideos tambem 
protegem algumas proteinas do ataque por enzimas pro- 
teoliticas. Alem desses efeitos fisicos gerais sobre a es¬ 
trutura das proteinas, tambem existem efeitos biologicos 
especificos induzidos pelas cadeias de oligossacarideos em 
glicoproteinas (Segao 7.4). A importancia da glicosilagao 
em proteinas torna-se evidente com a descoberta de pelo 
menos 18 diferentes disturbios geneticos que afetam a gli¬ 
cosilagao em humanos. Todos esses disturbios causam gra¬ 
ves problemas no desenvoMmento fisico ou mental, sendo 
as vezes fatal para o individuo. 
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Oligossacandeo 

central 


Lipideo A 


FIGURA 7-31 Lipopolissacarfdeos bacterianos. Dia- 
grama esquematico do lipopolissacarideo da membrana 
externa de Salmonella typhimurium. Kdo e o acido 3-des6xi- 
-D-mano-octulosonico (antes chamado de acido cetodesoxi- 
-octonico); Hep e i-glicero-D-mano-heptose: AbeOAc e abe- 
quose (uma 3,6-dides6xi-hexose) acetilada em uma de suas 
hidroxilas. Existem seis residues de acidos graxos na porqao li¬ 
pideo A da molecula. Diferentes especies bacterianas tern es- 
truturas de lipopolissacarideos sutilmente diferentes, embora 
tenham em comum uma regiao lipidica (lipideo A), tambem 
conhecida como endotoxina, oligossacarideo central e uma 
cadeia "0-especifica", o principal determinante do sorotipo 
(reatividade imunologica) da bacteria. As membranas exter- 
nas das bacterias gram-negativas 5. typhimurium e E. coll con- 
tern tantas moleculas de lipopolissacarideos que a superficie 
celular e praticamente coberta com cadeias 0-especificas. 


Glicolipideos e lipopolissacarideos sao componentes 
de membranas 

As glicoprotemas nao sao os unicos componentes celulares 
que exibem cadeias de oligossacarideos; alguns lipideos 
tambem tern oligossacarideos covalentemente ligados. Os 
gangliosideos sao lipideos de membrana das celulas euca- 
rioticas nos quais o grupo polar, a parte do lipideo que for¬ 
ma a superficie externa da membrana, e um oligossacarideo 
complexo contendo acido sialico (Figura 7-9) e outros re- 
siduos de monossacarideos. Algumas das porgoes oligossa- 
caridicas dos gangliosideos, como aquelas que determinam 
os grupos sanguineos humanos (ver Figura 10-15), sao 
identicas aquelas encontradas em certas glicoproteinas, as 
quais, portanto, tambem contribuem para o tipo do grupo 
sanguineo. Assim como as porgoes oligossacaridicas das gli¬ 
coproteinas, aquelas dos lipideos de membrana sao encon¬ 
tradas comumente, talvez sempre, na superficie externa da 
membrana plasmatica. 


gram-negativas, como Escherichia coli e Salmonella 
typhimurium. Essas moleculas sao o alvo primordial dos 
anticorpos produzidos pelo sistema imune dos vertebrados 
em resposta a uma infecgao bacteriana e, por essa razao, 
sao importantes na determinagao dos sorotipos das linha- 
gens bacterianas (sorotipos sao linhagens distintas pelas 


Lipopolissacarideos sao as moleculas dominantes 
da suDerficie da membrana externa de bacterias 


propriedades antigenicas). Os lipopolissacarideos de S. 
typhimurium contem seis acidos graxos ligados a dois re- 
siduos de glicosamina, um dos quais e o ponto de ligagao 
para um oligossacarideo complexo (Figura 7-31). E. coli 
tern lipopolissacarideos similares, porem exclusivos. A por- 
gao lipideo A dos lipopolissacarideos de algumas bacterias e 
chamada de endotoxina; sua toxicidade para humanos e ou¬ 
tros animals e responsavel pela pressao sanguinea perigosa- 
mente baixa que ocorre na sindrome do choque toxico re- 
sultante de infecgoes por bacterias gram-negativas. ■ 

RESUMO 7.3 Glicoconjugados: proteoglicanos, glicoprotemas 
eglicoesfingolipfdeos 

► Os proteoglicanos sao glicoconjugados nos quais um 
ou mais glicanos grandes, chamados de glicosamino- 
glicanos sulfatados (heparan-sulfato, sulfato de con- 
droitina, dermatan-sulfato ou queratan-sulfato) estao 
covalentemente ligados a uma proteina central. Uni- 
dos a superficie externa da membrana plasmatica por 
meio de um peptideo transmembrana ou um lipideo 
ligado covalentemente, os proteoglicanos fornecem 
pontos de adesao, reconhecimento e transferencia de 
informagao entre as celulas ou entre as celulas e a ma- 
triz extracelular. 

► As glicoproteinas contem oligossacarideos covalente¬ 
mente ligados a residuos de Asp ou Ser/Thr. Em geral. 
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OS glicanos sao ramificados e menores do que os gli- 
cosaminoglicanos. Muitas protemas extracelulares ou 
da superficie celular sao glicoprotemas, assim como a 
maioria das protemas secretadas. Os oligossacarideos 
covalentemente ligados influenciam o enovelamento 
e a estabilidade das protemas, fornecem informagoes 
cruciais sobre o destine de protemas recentemente sin- 
tetizadas e permitem o reconhecimento especifico por 
outras protemas. 

► A glicomica e a determinagao da totalidade das mole- 
culas contendo agucar em uma celula ou tecido, assim 
como a determinagao da fungao de cada uma dessas 
moleculas. 

► Glicolipideos e glicoesfingolipideos em plantas e animais 
e lipopolissacarideos em bacterias sao componentes do 
envelope celular com cadeias de oligossacarideos ex- 
postas na superficie externa da celula. 

7.4 Carboidratos como moleculas informativas: 

0 codigo dos a^ucares 

A glicobiologia, o estudo da estrutura e da fungao de gli- 
coconjugados, e uma das mais ativas e excitantes areas da 
bioquimica e da biologia celular. Cada vez fica mais claro 
que as celulas utilizam oligossacarideos especificos para 
codificar importantes informagoes sobre o destine de pro- 
teinas, as interagoes celula-celula, a diferenciagao celu¬ 
lar e o desenvolvimento de tecidos, alem de os utilizarem 
como sinais extracelulares. A presente discussao utiliza 
somente alguns exemplos para ilustrar a diversidade de 
estruturas e o alcance de atividades biologicas dos glico- 
conjugados. No Capitulo 20, sera discutida a biossintese 
de polissacarideos, incluindo os peptidoglicanos, e no Ca¬ 
pitulo 27, a associagao de cadeias de oligossacarideos a 
glicoproteinas. 

0 aprimoramento dos metodos para a analise da es¬ 
trutura de oligossacarideos e polissacarideos tern reve- 
lado a extraordinaria complexidade e diversidade dos 
oligossacarideos de glicoproteinas e glicolipideos. Consi- 
dere as cadeias de oligossacarideos da Figura 7-30, tipicas 
daquelas encontradas em muitas glicoproteinas. A mais 
complexa delas contem 14 residues de monossacarideos 
de quatro tipos diferentes, variadamente ligados como 
(1^2), (1^3), (1^4), (1^6), (2^3) e (2->6), alguns 
com configuragao a e alguns com configuragao /3. Estru¬ 
turas ramificadas, nao encontradas em acidos nucleicos 
ou proteinas, sao comuns em oligossacarideos. Com a 
suposigao razoavel de que 20 subunidades de monossa¬ 
carideos diferentes estao disponiveis para a construgao 
de oligossacarideos, estima-se que muitos bilboes de 
oligossacarideos hexamericos diferentes sejam possiveis; 
isso se compara com 6,4 X 10^ (20®) diferentes hexapep- 
tideos possiveis com os 20 aminoacidos comuns, e 4.096 
(4®) diferentes hexanucleotideos possiveis com as quatro 
subunidades nucleotidicas. Se permitirmos tambem as va- 
riagoes em oligossacarideos resultantes da sulfatagao de 
um ou mais dos residuos, o numero de oligossacarideos 
possiveis aumenta em duas ordens de magnitude. Na 
realidade, apenas um subconjunto das possiveis combi- 


nagoes e encontrado, devido as restrigoes impostas por 
enzimas biossinteticas e disponibilidade de precursores. 
Ainda assim, a enorme riqueza de informagoes na estru¬ 
tura dos glicanos nao somente compete com a dos acidos 
nucleicos na densidade de informagoes contidas em uma 
molecula de tamanho modesto, mas tambem a supera em 
muito. Cada um dos oligossacarideos representados nas 
Figuras 7-24 e 7-30 tern configuragao tridimensional uni- 
ca - uma palavra no codigo dos agucares - e legivel para 
as proteinas com as quais eles interagem. 

Lectinas sao proteinas que leem o codigo dos agucares e 
controlam muitos processos biologicos 

As lectinas, encontradas em todos os organismos, sao pro¬ 
teinas que ligam carboidratos com alta especificidade e com 
moderada a alta afinidade. Participam de varies processos 
de reconhecimento celular, sinalizagao e adesao e na desti- 
nagao intracelular de proteinas recentemente sintetizadas. 
As lectinas de plantas, abundantes em sementes, provavel- 
mente atuam como restringentes para insetos e outros pre- 
dadores. No laboratorio, lectinas vegetais purificadas sao 
reagentes uteis para a detecgao e a separagao de glicanos 
e glicoproteinas ligados a diferentes oligossacarideos. Aqui, 
serao discutidos apenas alguns exemplos dos papeis das 
lectinas em celulas animais. 

Alguns hormonios peptidicos que circulam no sangue 
estao ligados a oligossacarideos que influenciam fortemente 
suas meias-vidas na circulagao. Os hormonios luteinizante 
e tireotropina (hormonios peptidicos produzidos na hipo- 
fise) tern oligossacarideos A^-ligados que terminam com o 
dissacarideo GalNAc4S(j81^4)GlcNAc, reconhecido por 
uma lectina (receptor) em hepatocitos. (GalNAc4S e uma 
A^-acetilgalactosamina sulfatada no grupo —OH do C-4.) 
A interagao receptor-hormonio e responsavel por mediar 
a internalizagao e a destruigao dos hormonios luteinizan¬ 
te e tireotropina, reduzindo suas concentragoes no sangue. 
Consequentemente, os niveis sanguineos desses hormonios 
passam por periodicas ascensoes (devidas a secregao pul- 
satil pela hipofise) e quedas (devidas a destruigao continua 
pelos hepatocitos). 

Os residuos de Neu5Ac (um acido sialico) situados nas 
extremidades das cadeias de oligossacarideos de muitas 
glicoproteinas do plasma (Figura 7-24) protegem essas 
proteinas da captagao e da degradagao no figado. Por 
exemplo, a ceruloplasmina, glicoproteina serica que con¬ 
tem cobre, tern algumas cadeias de oligossacarideo termi- 
nando com Neu5Ac. 0 mecanismo que remove os residuos 
de acido sialico de glicoproteinas sericas nao esta claro. A 
remogao pode ser causada pela atividade da enzima neu¬ 
raminidase (tambem chamada desialidase) produzida por 
organismos invasores ou pela remogao lenta e constante 
por enzimas extracelulares. A membrana plasmatica dos 
hepatocitos possui moleculas de lectinas (receptoras para 
assialoglicoproteinas; “assialo” significando “sem acido si¬ 
alico”) que se ligam especificamente a cadeias de oligossa¬ 
carideos com residuos de galactose nao mais “protegidos” 
por um residuo terminal de NeuSAc. A interagao receptor- 
-ceruloplasmina desencadeia a endocitose e a destruigao 
de ceruloplasmina. 
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Acido AZ-acetilneurammico (NeuSAc) 
(urn acido sialico) 


Um mecanismo similar e aparentemente responsavel 
pela remogao de eritrocitos “velhos” da corrente sangui- 
nea em mamiferos. Eritrocitos sintetizados recentemen- 
te tern algumas glicoprotemas de membrana com cadeias 
de oligossacarideos que terminam em Neu5Ac. Quando 
os residuos de acido sialico sao removidos - coletando-se 
uma amostra de sangue de cobaias, tratando-a com neu¬ 
raminidase in vitro e reintroduzindo-a na circulagao os 
eritrocitos tratados desaparecem da circulagao em poucas 
boras; eritrocitos com oligossacarideos intactos (coletados 
e reintroduzidos, sem tratamento com neuraminidase) con- 
tinuam a circular por dias. 


as lectinas humanas quanto aquelas dos agentes infeccio- 
sos. As selectinas compoem uma familia de lectinas da 
membrana plasmatica que controlam o reconhecimento e a 
adesao celula-celula em diversos processes celulares. Um 
desses processes e o movimento das celulas do sistema 
imune (leucocitos) atraves da parede dos capilares, do san¬ 
gue para os tecidos, em sitios de infeegao on inflamagao 
(Figura 7-32). Em um sitio de infeegao, a selectina-P da 
superficie das celulas endoteliais dos capilares interage 


Lectinas da superficie celular sao importantes no de- 
senvolvimento de alaumas doencas humanas - tanto 


com um oligossacarideo especifico das glicoprotemas da su¬ 
perficie dos leucocitos circulantes. Essa interagao desacele- 
ra os leucocitos, que rolam sobre o revestimento endotelial 
dos capilares. Uma segunda interagao, entre moleculas de 
integrina (p. 470) da membrana plasmatica dos leucocitos e 
uma proteina de adesao da superficie das celulas endote¬ 
liais, detem o leucocito e permite que ele atravesse a pare¬ 
de do capilar, entrando nos tecidos infectados para iniciar o 
ataque imune. Duas outras selectinas participam dessa “mi- 
gragao dos linfocitos”: a selectina-E da celula endotelial e a 
selectina-L do leucocito ligam-se aos oligossacarideos cor- 
respondentes em leucocitos e celulas endoteliais, respecti- 
vamente. 

Como as selectinas de humanos controlam as respostas 
inflamatorias na artrite reumatoide, asma, psoriase, escle- 
rose multipla e rejeigao de orgaos transplantados, existe 
um grande interesse no desenvoMmento de farmacos que 
inibam a adesao celular mediada por selectinas. Muitos car¬ 
cinomas expressam um antigeno normalmente presente 
apenas em celulas fetais (sialil Lewis x ou sialil Le^), o qual, 
quando liberado na circulagao, facilita a sobrevivencia e a 
metastase das celulas tumorais. Derivados de carboidratos 
que mimetizam a porgao sialil Le"" de sialoglicoproteinas ou 
que alteram a biossintese deste oligossacarideo podem tor- 
nar-se farmacos especificos para selectinas eficazes no tra¬ 
tamento de inflamagoes cronicas ou doengas metastaticas. 

Alguns virus que infectam animals, incluindo o virus in¬ 
fluenza, aderem as celulas hospedeiras por meio de inte- 
ragoes com os oligossacarideos apresentados na superficie 
dessas celulas. A lectina do virus influenza, conhecida como 
proteina HA (hemaglutinina), e essencial para a entrada e 
a infeegao viral. Apos a entrada e a replicagao do virus em 
uma celula hospedeira, as particulas virais sintetizadas re- 
centemente deixam a celula hospedeira envoMdas em uma 
porgao da membrana plasmatica. Uma sialidase (neurami- 
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FIGURA 7-32 Fun^ao das intera^es lectina-ligante durante a movi- 
menta^ao de leucocitos para um sitio de infeegao ou ferimento. Um 

leucocito movendo-se ao longo de um capilar e desacelerado por interapoes 
transitorias entre moleculas de selectina-P da membrana plasmatica das ce¬ 
lulas endoteliais do capilar e glicoproteinas ligantes de selectina-P da super¬ 
ficie do leucocito. Por interagir com moleculas de selectina-P consecutivas, o 


leucocito rola sobre a superficie do capilar. Proximo a um sitio de inflamagao, 
interapoes mais fortes entre integrinas da superficie do leucocito e seus li¬ 
gantes na superficie do capilar levam a uma adesao firme. 0 leucocito para 
de rolar e, sob a influencia de sinais enviados a partir do sitio de inflamapao, 
comepa a extravasar - escapar atraves da parede do capilar movendo-se 
em direpao ao sitio de inflamapao. 
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FIGURA 7-33 O sftio de liga^ao para o acido A/-acetilneurammico 
e para o farmaco antiviral oseltamivir na neuraminidase do in¬ 
fluenza. (a) 0 ligante normal desta enzima e urn acido sialico, o acido 
A/-acetilneuraminico. Os farmacos oseltamivir e zanamivir ocupam o mesmo 
sitio da enzima, competitivamente inibindo-a e bloqueando a liberaqao do 
virus pela celula hospedeira. (b) A interapao normal com o acido A/-acetil- 
neuraminico no sitio de ligapao (PDB ID 2BAT). (c) 0 oseltamivir consegue 


encaixar-se neste sitio empurrando urn residuo de Glu para fora (PDB ID 
2HU4). (d) Uma mutapao no gene da neuraminidase do virus influenza troca 
uma His proxima a este residuo de Glu pela cadeia lateral maior de umaTyr 
(PDB ID 3CL0). Agora, o oseltamivir nao consegue empurrar o residuo de Glu 
de maneira tao eficaz, e liga-se muito menos de maneira eficiente ao sitio de 
ligapao, o que torna o virus mutante efetivamente resistente ao oseltamivir. 


nidase) viral remove o residuo de acido sialico terminal dos 
oligossacarideos da celula hospedeira, liberando as particu- 
las virais da interagao com a celula e evitando a agregagao 
de uma partlcula com a outra. Outro ciclo de infecgao pode, 
entao, comegar. Os farmacos antivirals oseltamivir (Tami- 
flu) e zanamivir (Relenza), utilizados clinicamente no tra- 
tamento do influenza, sao analogos de agucar e inibem a 
sialidase viral por competirem com os oligossacarideos da 
celula hospedeira pela ligagao a sialidase (Figura 7-33). 
Isso impede a liberagao do virus da celula infectada e tam- 
bem causa a agregagao das particulas virais, efeitos que evi- 
tam um novo ciclo de infecgao. 

Alguns patogenos microbianos tern lectinas que contro- 
1am a adesao bacteriana as celulas hospedeiras on a entrada 
de toxinas para dentro das celulas. Por exemplo, a bacte¬ 
ria Helicobacter pylori tern uma lectina em sua superficie 
que adere a oligossacarideos da superficie das celulas do 
epitelio que revestem a superficie interna do estomago (Fi¬ 
gura 7-34). Entre os sitios de ligagao reconhecidos pela 
lectina da H. pylori esta o oligossacarideo Lewis b (Le^), 
presente nas glicoproteinas e glicolipideos que definem o 


determinante do grupo sanguineo do tipo 0 (ver Figura 
10-15). Essa observagao ajuda a explicar o gran algumas 
vezes maior de incidencia de ulceras gastricas em pessoas 



FIGURA 7-34 Odesenvolvimentodeuma ulcera. Celulas deHe/Zcobacfer 
pylori se aderindo a superficie gastrica. Essa bacteria causa ulceras por meio 
das interapbes entre uma lectina da superficie bacteriana e 0 oligossacarideo 
Le^ (antigeno de grupo sanguineo) das celulas epiteliais que revestem a su¬ 
perficie interna do estomago. 
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do tipo sangmneo 0 do que naquelas do tipo A ou B; a 
pylori ataca as celulas epiteliais dessas pessoas de manei- 
ra mais eficiente. Analogos de oligossacandeo Le^ podem 
mostrar-se uteis para o tratamento desse tipo de ulcera. 
Administrados oralmente, eles poderiam prevenir a adesao 
bacteriana (e, portanto, a infecgao) por competirem com 
as glicoproteinas gastricas pela ligagao a lectina bacteriana. 

Algumas das mais devastadoras doengas parasitarias hu- 
manas, disseminadas em grande parte dos paises em desen- 
voMmento, sao causadas por microrganismos eucarioticos 
que apresentam na superficie oligossacarideos incomuns, 
que em alguns cases protegem os parasitas. Entre esses or- 
ganismos estao os tripanossomos, responsaveis pela doenga 
do sono africana e a doenga de Chagas (ver Quadro 6-3); 
Plasmodium falciparum, o parasita da malaria; e Enta¬ 
moeba histolytica, o agente causador da disenteria ame- 
boide. A expectativa do descobrimento de farmacos que in- 
terfiram com a sintese das cadeias desses oligossacarideos 
incomuns e, dessa maneira, com a replicagao dos parasitas, 
tern recentemente inspirado muitos trabalhos sobre as ro¬ 
tas de biossintese destes oligossacarideos. ■ 

As lectinas tambem agem intracelularmente, ende- 
regando protemas para sen transporte a localizagoes ce- 
lulares especificas (ver Capitulo 27). Por exemplo, um 
oligossacarideo contendo manose-6-fosfato, reconhecido 
por uma lectina, marca protemas recem-sintetizadas no 
aparelho de Golgi para sua transferencia ao lisossomo (ver 
Figura 27-39). 

As intera^des lectina-carboidrato sao altamente 
especificas e frequentemente multivalentes 

A alta densidade de informagoes contida na estrutura dos 
oligossacarideos proporciona um codigo de agucares com 
um numero ilimitado de “palavras”, pequenas o suficien- 


te para serem lidas por uma unica protema. Nos sitios de 
ligagao a carboidratos, as lectinas tern uma requintada 
complementaridade molecular que permite a interagao 
somente com os carboidratos correspondentes corretos. 
0 resultado e uma especificidade extremamente alta 
nessas interagoes. A afinidade entre um oligossacarideo 
e um dominio individual de ligagao a carboidratos (DEC) 
de uma lectina e, algumas vezes, modesta (valores de 
entre micromolar e milimolar), mas a afinidade real e, em 
muitos casos, notavelmente aumentada pela multivalen- 
cia da lectina, na qual uma unica molecula de lectina tern 
multiples DEC. Em um agrupamento de oligossacarideos 
- como comumente encontrado em uma superficie de 
membrana, por exemplo -, cada oligossacarideo pode 
ocupar um dos DEC da lectina, fortalecendo a interagao. 
Quando as celulas expressam multiplas lectinas, a forga 
da interagao pode ser muito alta, possibilitando eventos 
altamente cooperatives, como a adesao e o rolamento da 
celula (Figura 7-32). 

Estudos cristalograficos por raios X da estrutura da 
lectina receptora de manose-6-fosfato revelam detalhes 
de sua interagao com a manose-6-fosfato que explicam a 
especificidade da ligagao e a fungao de um cation divalen- 
te na interagao lectina-agucar (Figura 7-35a). A His^°^ 
esta formando ligagoes de hidrogenio com um dos atomos 
de oxigenio do fosfato (Figura 7-35b). Quando a protema 
marcada com manose-6-fosfato chega ao lisossomo (que 
tern um pH interne menor do que o do complexo de Gol¬ 
gi), o receptor perde a afinidade pela manose-6-fosfato. A 
protonagao da His^°^ pode ser responsavel por esta altera- 
gao na ligagao. 

Alem dessas interagoes extremamente especificas, exis- 
tem interagoes mais gerais que tambem contribuem para a 
ligagao de muitos carboidratos as respectivas lectinas. Por 
exemplo, muitos agucares tern um lado mais polar e um 



FIGURA 7-35 Detalhes de uma interagao lectina-carboidrato. (a) 

Estrutura do receptor de manose-6-fosfato bovino em complexo com ma- 
nose-6-fosfato (PDB ID 1M6P). A proteina esta representada pela imagem 
de contorno da superficie, mostrando a superficie com predominancia de 
carga negativa (em vermelho) ou positive (em azul). A manose-6-fosfato esta 
representada por uma estrutura em bastao; um ion manganes esta repre- 
sentado por uma esfera violeta. (b) Uma visao ampliada do sitio de ligagao. A 


manose-6-fosfato e unida por ligagoes de hidrogenio a Arg^" e coordenada 
ao ion manganes (mostrado com o menor raio de van der Waals para maior 
clareza). Cada grupo hidroxila da manose e unido a proteina por meio de li¬ 
gagoes de hidrogenio. A His^°) que forma ligagoes de hidrogenio com o oxi¬ 
genio do fosfato da manose, pode ser o residue que, quando protonado em 
baixo pH, induz o receptor a liberar a manose-6-fosfato dentro do lisossomo. 
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lado menos polar (Figura 7-36); o lado mais polar forma 11- 
gagoes de hidrogenio com a lectina, enquanto o lado menos 
polar forma interagoes hidrofobicas com residuos de ami- 
noacidos apolares. A soma de todas estas interagoes produz 
uma ligagao de alta afinidade e garante a alta especificidade 
das lectinas a sens carboidratos. A interagao lectina-carboi- 
drato constitui um modo de transferencia de informagao 
que e absolutamente central em muitos processes dentro 
e entre celulas. A Figura 7-37 resume algumas das intera¬ 
goes biologicas mediadas pelo codigo dos agucares. 

RESUMO 7.4 Carboidratos como moleculas informativas: 

0 codigo dos agucares 

► Os monossacandeos podem ser organizados em uma 
variedade quase ilimitada de oligossacandeos, os quais 
diferem na estereoquimica e na posigao das ligagoes gli- 
cosidicas, no tipo de orientagao dos grupos substituin- 
tes e no numero e no tipo de ramificagoes. Os glicanos 
contem muito mais densidade de informagao do que os 
acidos nucleicos on as proteinas. 

► As lectinas (proteinas com dominios de ligagao a car¬ 
boidratos com especificidade alta) sao comumente en- 
contradas na superficie externa das celulas, onde ini- 
ciam interagoes com outras celulas. Em vertebrados, 
oligossacandeos marcados “lidos” por lectinas determi- 
nam a taxa de degradagao de certos hormonios peptidi- 
cos, proteinas da circulagao e celulas sanguineas. 

► Patogenos bacterianos e virais, e alguns parasitas euca- 
rioticos, aderem-se as celulas-alvo animals por meio da 



FIGURA 7-36 Intera^es hidrofobicas dos residuos de a^ucar. Unida- 
des de agucar, como a galactose, tern um lado mais polar (o topo da cadeira 
mostrada aqui, com o oxigenio do anel e algumas hidroxilas), disponivel para 
a formaqao de ligagoes de hidrogenio com a lectina, e um lado menos polar, 
que pode formar interagoes hidrofobicas com cadeias laterais apolares da 
proteina, como o anel indol de residuos deTrp. 


ligagao de lectinas dos patogenos a oligossacandeos da 
superficie da celula-alvo. 

► A cristalografia por raios X de complexes lectina-agucar 
mostra a requintada complementaridade entre as duas 
moleculas, o que garante a forga e a especificidade das 
interagoes de lectinas com carboidratos. 
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FIGURA 7-37 Fun0es dos oligossacarideos nos 
eventos de reconhecimento na superficie celular e 
nos sistemas de endomembranas. (a) Os oligossa- 
carideos com estruturas unicas (representados como 
correntes de hexagonos) sao componentes de varias 
glicoproteinas ou glicolipideos na superficie externa de 
membranas plasmaticas. Seus oligossacarideos se ligam a 
lectinas do meio extracelular com alta especificidade e alta 
afinidade. (b) Virus que infectam celulas animals, como o 
influenza, ligam-se a glicoproteinas da superficie celular na 
primeira etapa da infeegao. (c)Toxinas bacterianas, como 
as do colera e da coqueluche, ligam-se a um glicolipideo 
da superficie antes de entrarem na celula. (d) Algumas 
bacterias, como a H. pylori, aderem-e a celulas animals e, 
entao, as colonizam ou infectam. (e) Selectinas (lectinas) 
da membrana plasmatica de certas celulas controlam in¬ 
teragoes celula-celula, como aquelas dos leucocitos com 
as celulas endoteliais da parede capilar em um sitio de 
infeegao. (f) 0 receptor/lectina para manose-6-fosfato do 
aparelho de Golgi trans se liga ao oligossacarideo em en- 
zimas lisossomicas, selecionando-as para transferencia ao 
lisossomo. 
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7.5 Trabalhando com carboidratos 

A crescente compreensao da importancia da estmtura dos 
oligossacarideos no reconhecimento e na sinalizagao biolo- 
gicos tern sido a forga motriz por tras do desenvoMmento 
de metodos para a analise da estmtura e da estereoqmmi- 
ca de oligossacarideos complexos. A analise de oligossa¬ 
carideos e complicada, pois, ao contrario de acidos nuclei- 
cos e proteinas, os oligossacarideos podem ser ramificados 
e unidos por diferentes ligagoes. A alta densidade de cargas 
de muitos oligossacarideos e polissacarideos e a relativa 
instabilidade dos esteres de sulfato nos glicosaminoglicanos 
causam ainda mais dificuldades. 

Para polimeros simples, lineares, como a amilose, as 
posigoes das ligagoes glicosidicas sao determinadas pelo 
classico metodo de metilagao exaustiva: o polimero intac- 
to e tratado com iodeto de metil em meio fortemente basi- 
co para a conversao de todas as hidroxilas livres a esteres 
de metil estaveis em acido e, em seguida, o polissacarideo 
metilado e hidrolisado em acido. As unicas hidroxilas livres 
presentes nos monossacarideos derivados dessa forma se- 
rao aquelas participantes das ligagoes glicosidicas. Para 
determinar a sequencia dos residuos de monossacarideos, 
incluindo quaisquer ramificagoes que estejam presentes, 
exoglicosidases com especificidade conhecida sao utiliza- 
das para remover um residue de cada vez a partir da(s) 
extremidade(s) nao redutoraCs). A especificidade destas 
exoglicosidases muitas vezes possibilita a dedugao da posi- 
gao e da estereoquimica das ligagoes. 

Para a analise das porgoes oligossacaridicas de glicopro- 
teinas e glicolipideos, os oligossacarideos sao liberados por 
enzimas purificadas - glicosidases, que clivam especifica- 
mente oligossacarideos 0-ligados on A^-ligados, on lipases, 
que removem grupos da cabega de lipideos. Alternativa- 
mente, glicanos 0-ligados podem ser liberados de glicopro- 
teinas pelo tratamento com hidrazina. 

As misturas de carboidratos resultantes sao separadas 
em componentes individuais por varies metodos (Figura 
7-38) , incluindo as mesmas tecnicas utilizadas para a sepa- 
ragao de aminoacidos e proteinas: precipitagao fracionada 
por solventes e cromatografias de troca ionica e exclusao 
por tamanho (ver Figura 3-17). Lectinas altamente puri¬ 
ficadas, unidas por covalencia a um suporte insoluvel, sao 
comumente utilizadas em cromatografia por afinidade a 
carboidrato (ver Figura 3-17c). 

A hidrolise de oligossacarideos e polissacarideos em aci¬ 
do forte origina uma mistura de monossacarideos, os quais 
podem ser identificados e quantificados por tecnicas cro- 
matograficas para obter a composigao total do polimero. 

Cada vez mais, a analise de oligossacarideos baseia-se 
em espectrometria de massa e espectroscopia por RMN 
de alta resolugao. A espectrometria de massa por dessor- 
gao e ionizagao a laser assistida por matriz (MALDI MS, 
de matrix-assisted laser desorption/ionization mass 
spectrometry') e a espectrometria de massa em tandem 
(MS/MS), ambas descritas no Capitulo 3, sao facilmente 
aplicadas a compostos polares, como os oligossacarideos. 
A MALDI MS e um metodo muito sensivel para a determi- 
nagao da massa de um ion molecular (neste caso, a cadeia 
de oligossacarideo inteira; Figura 7-39). A MS/MS revela a 
massa do ion molecular e de muitos de sens fragmentos, os 


quais geralmente sao o resultado da clivagem das ligagoes 
glicosidicas. A analise exclusiva por RMN (ver Quadro 4-5), 
especialmente para oligossacarideos de tamanho modera- 
do, pode gerar muitas informagoes sobre sequencia, posi- 
gao de ligagoes e configuragao de carbonos anomericos. Por 
exemplo, a estmtura do segmento de heparina mostrado 
em modelo de volume atomico na Figura 7-22 foi obtida por 
espectroscopia por RMN. Procedimentos automatizados e 
instmmentos comerciais sao utilizados para a determinagao 
rotineira da estmtura de oligossacarideos, mas o sequencia- 
mento de oligossacarideos ramificados unidos por mais de 
um tipo de ligagao permanece uma tarefa muito mais ardua 
do que a determinagao de sequencias lineares de proteinas 
e acidos nucleicos. 

Outra ferramenta importante no trabalho com carboi¬ 
dratos e a sintese quimica, que tern se mostrado uma abor- 
dagem eficaz para a compreensao das fungoes biologicas de 
glicosaminoglicanos e oligossacarideos. A quimica envolvi- 
da nessas sinteses e dificil, mas os quimicos de carboidratos 
agora podem sintetizar segmentos curtos de praticamente 
qualquer glicosaminoglicano - com estereoquimica, com- 
primento de cadeia e padrao de sulfatagao corretos - e 
oligossacarideos significativamente mais complexos do que 
aqueles mostrados na Figura 7-30. A sintese de oligossa¬ 
carideos em fase solida tern como base os mesmos prin- 
cipios (e possui as mesmas vantagens) que a sintese de 
peptideos (ver Figura 3-32), porem requer um conjunto de 
ferramentas unicas a quimica de carboidratos: grupamen- 
tos bloqueadores e grupamentos ativadores que permitem 
a sintese de ligagoes glicosidicas com o grupo hidroxila cor- 
reto. Abordagens sinteticas desse tipo representam uma 
area de grande interesse hoje, ja que e trabalhoso purificar 
oligossacarideos especificos em quantidades adequadas a 
partir de fontes naturais. 

Microarranjos de oligossacarideos sao utilizados 
para a identificagao de proteinas com afinidade especifica 
por determinados oligossacarideos. 0 principio e o mesmo 
dos microarranjos de DNA (Figuras 9-22 e 9-23), porem os 
problemas tecnicos sao mais desafiadores. Microgoticulas 
de oligossacarideos puros sao aderidas a uma lamina de vi- 
dro, e a lamina e exposta a uma lectina em potencial (pro- 
teina ligadora de glicano) que tenha sido marcada com uma 
molecula fluorescente (Figura 7-40). Apos a remogao de 
toda a proteina nao adsorvida, a observagao dos microar¬ 
ranjos com um microscopio de fluorescencia identifica os 
oligossacarideos que a lectina reconheceu, e a quantifica- 
gao da fluorescencia fornece uma estimativa da afinidade 
entre a lectina e o oligossacarideo. 

RESUMO 7.5 Trabalhando com carboidratos 

► 0 estabelecimento da estrutura completa de oligossa¬ 
carideos e polissacarideos requer a determinagao da 
sequencia linear, das posigoes das ramificagoes, da 
configuragao de cada unidade de monossacarideo e 
das posigoes das ligagoes glicosidicas - um problema 
mais complexo do que a analise de proteinas e acidos 
nucleicos. 

► As estruturas de oligossacarideos e polissacarideos em 
geral sao determinadas por uma combinagao de meto¬ 
dos: a hidrolise enzimatica especifica para determinar 
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FIGURA 7-38 Metodos para analise de carboidratos. Urn carboidrato purificado no primeiro estagio da analise frequentemente necessita de todas as 
quatro rotas analiticas para a caracterizaqao completa. 



FIGURA 7-39 Separa^ao e quantifica^ao dos oligossacarideos em um 
grupo de glicoproteinas. Neste experimento, uma mistura de proteinas 
extraidas de tecido renal foi tratada para a liberaqao dos oligossacarideos 
a partir das glicoproteinas, e os oligossacarideos foram analisados por es¬ 
pectrometria de massa por dessorqao e ionizaqao a laser assistida por matriz 


(MALDI MS). Cada oligossacarideo distinto produz um pico em sua massa 
molecular, e a area sob a curva reflete a quantidade daquele oligossacarideo. 
0 oligossacarideo mais proeminente aqui (massa de 2.837,4 u) e composto 
por 13 residuos de aqucar; outros oligossacarideos, contendo desde apenas 
7 residuos ou ate 19 residuos, tambem foram resolvidos por este metodo. 
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a estereoqmmica da ligagao glicosidica e para produzir 
fragmentos menores para analises adicionais; a metila- 
gao para localizar as ligagoes glicosidicas; e a clivagem 
gradual para determinar a sequencia e a configuragao 
dos carbonos anomericos. 

► A espectrometria de massa e a espectroscopia por RMN 
de alta resolugao, apropriadas para pequenas amostras 
de carboidrato, geram informagoes essenciais sobre se¬ 
quencia, configuragao dos carbonos anomericos e ou- 
tros carbonos e posigoes das ligagoes glicosidicas. 

► Metodos para sintese em fase solida produzem oligossa- 
carideos especificos muito valiosos na exploragao das 
interagoes lectina-oligossacarideo e com potencial de se 
tornar clinicamente uteis. 

► Microarranjos de oligossacarideos puros sao uteis para 
a determinagao da especificidade e da afinidade da liga- 
gao das lectinas a oligossacarideos especificos. 


Termos-chave 

Os termos em negrito estdo definidos no glossdrio. 


glicoconjugado 243 
carboidrato 243 
monossacarideo 243 
oligossacarideo 243 
dissacarideo 243 
polissacarideo 243 
aldose 244 
cetose 244 

formulas de projegao de 

Fischer 244 
epimeros 245 
hemiacetais 245 
hemicetais 245 
anomeros 246 
carbono anomerico 246 
piranose 246 
furanose 247 
formulas em perspectiva 

de Haworth 247 
mutarrotagao 248 
agucar redutor 251 
glicagao da hemoglobina 250 
ligagoes 

O-glicosidicas 251 


extremidade 
redutora 252 
glicauo 253 

amido 255 
glicogenio 255 
celulose 256 

matriz extracelular 
(MFC) 260 

glicosamiuoglicauo 260 
acido hialurouico 260 
sulfato de 
coudroitiua 261 
heparau-sulfato 261 
proteoglicauo 263 
glicoproteiua 263 
glicoesfiugolipideo 264 
sindecano 264 
glipicano 264 
glicomica 267 
lectiua 269 
selectiuas 270 
microarranjos de 
oligossacarideos 274 


Leituras adicionais 

Geral 


FIGURA 7-40 Microarranjos de oligossacarideos para determinar 
a especificidade e a afinidade da liga^ao de carboidratos por lecti¬ 
nas. Solugoes de amostras de oligossacarideos puros, sintetizados ou isola- 
dos da natureza, sao colocadas em goticulas microscopicas sobre uma lamina 
de Vidro e aderidas por meio de urn espa(;ador inerte. Cada ponto representa 
urn oligossacarideo diferente. A amostra de proteina a ser testada para sua afi¬ 
nidade por oligossacarideos e primeiramente conjugadaa urn marcadorfluo- 
rescente, e, entao, a amostra e vertida sobre a lamina, equilibrada, e qualquer 
proteina nao adsorvida e removida. A observaqao do microarranjo com urn 
microscopio de fluorescencia mostra quais pontos apresentam proteina ad¬ 
sorvida (brilham em verde), e a analise da intensidade de florescencia permite 
uma estimativa grosseira da afinidade da ligaqao proteina-oligossacarideo. 
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Estmtura, biossmtese, metabolismo e fimgao de glicosaminoglicanos, 
proteoglicanos, glicoprotemas e glicolipideos, todos apresentados em 
um mvel intermediario e muito bem ilustrado. 0 livro esta disponlvel 
gratuitamente on-line (www.ncbi.nlm.nih.gov.books/NBKlQOS). 
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Annu. Rev. Entomol. 55, 609-632. 

Glicosaminoglicanos e proteoglicanos 
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Frantz, C., Stewart, K.M., & Weaver, V.M. (2010) The 
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Resumo em forma de poster sobre a matriz extracelular. 

Kirkpatrick, C.A. & Selleck, S.B. (2007) Heparan sulfate 
proteoglycans at a glance. J. Cell Sci. 120,1829-1832. 

Resumo em forma de poster com muitas informagoes uteis sobre 
os proteoglicanos. 

Manon-Jensen, T., Itoh, Y., & Conchman, J.R. (2010) 
Proteoglycans in health and disease: the multiple roles of syndecan 
sYveMmg. FEBSJ. 277, 3876-3889. 

Roseman, S. (2001) Reflections on glycobiology. J. Biol. Chem. 276, 
41,527-41,542. 

Otrma revisao sobre a historia dos estudos em carboidratos e 
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Glicoprotemas 

Boraston, A. & Mnlloy, B. (2010) Structural glycobiology: 
biosynthesis, recognition events, and new methods. Curr. Opin. 
Struct. Biol. 20, 533-535. 

Introdugao editorial a uma serie de excelente revisoes publicadas 
nesta edigao sobre estes assuntos. 

Lnac, G. & Zoldos, V. (2010) Protein glycosylation—an evolutionary 
crossroad between genes and environment. Mol. Biol. Syst. 6, 
2372-2379. 

Discussao detalhada sobre os fatores que determinam se e onde 
uma proteina sera glicosilada. 

Molinaro, M. (2007) A^-glycan structure dictates extension of 
protein folding or onset of disposal. Nat. Chem. Biol. 3, 313-320. 

Revisao em nivel intermediario sobre a rmportancia da glicosilagao 
de proteinas no complexo de Golgi. 

Sharon, N. & Gallagher, J. (2009) Curr. Opin. Struct. Biol. 19, 
495-497. 

Introdugao editorial a uma serie de boas revisoes sobre 
glicoprotemas e glicolipideos publicadas nesta edigao da revista. 

Weerapana, E. & Imperial!, B. (2006) Asparagine-linked protein 
glycosylation: from eukaryotic to prokaryotic systems. Glycobiology 
16, 91R-101R. 

Revisao em nivel intermediario sobre o processo biossintetico da 
glicosilagao de proteinas. 

Glicobiologia e o codigo dos agucares 

Boraston, A.B., Bolam, D.N., Gilbert, H.J., & Davies, G.J. 

(2004) Carbohydrate-binding modules: fine-tuning polysaccharide 
recognition. J. 382, 769-781. 


Excelente revisao sobre as bases estruturais para a especificidade 
de proteinas ligantes de agucar. 

Gabins, H.-J., Andre, S., Jimenez-Barbero, J., Romero, A., 

& Solis, D. (2011) From lectin structure to functional glycomics: 
principles of the sugar code. Trends Biochem. Sci. 36, 298-313. 

Revisao em nivel intermediario sobre a base estrutural para o 
reconhecimento de agucares pelas lectinas. 

Ghosh, P., Dahms, N.M., & Kornfeld, S. (2003) Mannose 
6-phosphate receptors: new twists in the tale. Nat. Rev. Mol. Cell 
Biol. 4, 202-212. 

Hebert, D.N., Garman, S.C., & Molinari, M. (2005) The glycan 
code of the endoplasmic reticulum: asparagine-linked carbohydrates 
as pro-tein maturation and quality control tags. Trends Cell Biol. 15, 
364-370. 

Revisao em nivel intermediario. 

Helenins, A. & Aebi, M. (2004) Roles of A^-linked glycans in the 
endoplasmic reticuhim. Annu. Rev. Biochem. 73,1019-1049. 

Lutteke, T., Bohne-Lang, A., Loss, A., Goetz, T., Frank, M., & 
von der Lieth, C.-W. (2006) Glycosciences.de: an internet portal 
to support glycomics and glycobiology research. Glycobiology 16, 
71R-81R. 

McEver, R.P. & Zhn, C. (2010) Rolling cell adhesion. Rev. 

Cell Dev. Biol. 26, 363-396. 

Taylor, M.E. & Drickamer, K. (2006) Introduction to Glycobiol¬ 
ogy, 2nd edn, Oxford University Press, Oxford. 

Trabalhando com carboidratos 

Fnknda, M. (ed.)* (2006) Functional Glycomics, Methods in 
Enzymology, Vol. 417, Academic Press, Inc., New York. 

Fnknda, M. (ed.)* (2006) Glycobiology, Methods in Enzymology, 
Vol. 415, Academic Press, Inc., New York. 

Fnknda, M. (ed.). (2006) Glycomics, Methods in Enzymology, Vol. 
416, Academic Press, Inc., New York. 

Jay, A. (1996) The methylation reaction in carbohydrate analysis. J. 
Carbohydr. Chem. 15, 897-923. 

Panlson, J.C., Blixt, O., & Collins, B.E. (2006) Sweet spots in 
functional glycomics. Chem. Biol. 2, 238-248. 

Revisao em nivel intermediario sobre as ferramentas 
desenvoMdas recentemente em glicobiologia. 

Zaia, J. (2008) Mass spectrometry and the emerging field of 
glycomics. Chem. Biol. 15, 881-892. 

Excelente introdugao ao uso de espectrometria de massa para o 
estudo da estrutura e da fungao dos glicanos. 


Problemas 

1. Alcool-a^iicares. Nos derivados de monossacarideos 
conhecidos como alcool-agucares, o oxigenio do carbonil esta 
reduzido a um gmpo hidroxila. Por exemplo, o D-gliceraldeido 
pode ser reduzido a glicerol. Entretanto, este agucar nao e 
mais designado d ou l. Por que? 

2. Reconhecendo epimeros. Usando a Figura 7-3, identifi- 
que os epimeros de (a) D-alose, (b) D-gulose e (c) D-ribose em 
C-2, C-3 e C-4. 

3. Pontos de fusao de derivados osazona de monos¬ 
sacarideos. Muitos carboidratos reagem com fenilidrazina 
(CgH 5 NHNH 2 ) para formar derivados cristalinos de cor amare- 
lo-brilhante conhecidos como osazonas: 
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As temperaturas de fusao desses derivados sao facilmente 
determinadas e sao caractensticas para cada osazona. Essas 
informagoes foram utilizadas para auxiliar na identificagao de 
monossacarideos antes do desenvoMmento de HPLC on cro- 
matografia liquida-gasosa. Estao listados abaixo os pontos de 
fusao (PFs) de alguns derivados aldose-osazona: 


Monossacarideo 

PF do monossacarideo 
anidro fC) 

PF do derivado 
osazona fC) 

Glicose 

146 

205 

Manose 

132 

205 

Galactose 

165-168 

201 

Talose 

128-130 

201 


Como a tabela mostra, certos pares de derivados tern os mesmos 
pontos de fusao, embora os monossacarideos originais nao pos- 
suam. Por que glicose e manose, e similarmente galactose e ta- 
lose, formam derivados osazona com o mesmo ponto de fusao? 

4. Configuragao e conformagao. Quais ligagoes na q!-d- 
-glicose devem ser rompidas para que sua configuragao mude 
para jS-D-glicose? Quais ligagoes convertem D-glicose a D-ma- 
nose? Quais ligagoes convertem uma forma em “cadeira” de d- 
-glicose a outra? 

5. Desoxiagucares. A D-2-desoxigalactose e a mesma mole- 
cula quimica que a D-2-desoxiglicose? Explique. 

6. Estruturas de agucares. Descreva as caracteristicas es- 
truturais comuns e as diferengas para cada par: (a) celulose e 
glicogenio; (b) D-glicose e D-frutose; (c) maltose e sacarose. 

7. Agucares redutores. Desenhe a formula estrutural para 
Q;-D-glicosil-(1^6)-D-manosamina e circule a parte dessa es- 
trutura que torna o composto um agucar redutor. 

8. Hemiacetal e ligagoes glicosidicas. Explique a dife- 
renga entre um hemiacetal e um glicosideo. 

9. Gosto de mel. A frutose do mel esta principalmente na 
forma jS-D-piranose. Este e um dos carboidratos mais doces 
que se conhece, em torno de duas vezes mais doce do que a 
glicose; a forma jS-D-furanose da frutose e muito menos doce. 
A dogura do mel gradualmente diminui em altas temperaturas. 
Tambem o xarope de milho com alto conteudo de frutose (pro- 
duto comercial no qual muito da glicose do xarope de milho e 
convertido em frutose) e utilizado para adogar bebidas/rms, 
mas nao quentes. Que propriedade quimica da frutose poderia 
ser responsavel por essas duas observagoes? 

-w 1 10. A glicose-oxidase na determinagao da glicose 
■ ^ sanguinea. A enzima glicose-oxidase isolada do fungo 
Penicillium notatum catalisa a oxidagao de jS-D-glicose a d- 


-glicono-6-lactona. Essa enzima e altamente especifica para o 
anomero j8 da glicose e nao afeta o anomero a. Apesar dessa 
especificidade, a reagao catalisada pela glicose-oxidase e co- 
mumente utilizada em um ensaio clinico para glicose sanguinea 
total - isto e, para solugoes conteudo uma mistura de o: e jS-D- 
-glicose. Quais sao as condigoes necessMas para tornar isso 
possivel? Alem de possibilitar a detecgao de pequenas quanti- 
dades de glicose, que vantagem a glicose-oxidase oferece sobre 
o reagente de Fehling para a dosagem de glicose sanguinea? 

11. A invertase “inverte” a sacarose. A hidrolise da 
sacarose (rotagao especifica +66,5°) gera uma mistura equi¬ 
molar de D-glicose (rotagao especifica +52,5°) e D-frutose 
(rotagao especifica -92°). (Ver no Problema 4 detalhes sobre 
rotagao especifica.) 

(a) Sugira uma maneira conveniente para determinar a 
taxa de hidrolise de sacarose por uma preparagao de enzima 
extraida do revestimento do intestino delgado. 

(b) Explique por que, na industria alimenticia, uma mistura 
equimolar de D-glicose e D-frutose formada pela hidrolise da 
sacarose e chamada de agucar invertido. 

(c) A enzima invertase (agora geralmente chamada de sa- 
carase) e deixada agir sobre uma solugao de 10% (0,1 g/mL) 
de sacarose ate a hidrolise estar completa. Qual sera a rotagao 
optica da solugao observada em um tubo de 10 cm? (Ignore a 
pequena contribuigao possivel da enzima.) 

12. Fabricagao de chocolates com recheio liquido. A 

manufatura de chocolates conteudo um centro liquido e uma 
interessante aplicagao da engenharia enzrmatica. 0 recheio li- 
quido consiste principalmente em uma solugao aquosa de agu¬ 
cares, rica em frutose para garantir a dogura. 0 dilema tecnico 
e o seguinte: o revestimento de chocolate deve ser preparado 
vertendo chocolate derretido quente sobre um centro solido 
(ou quase solido), ainda que o produto final deva ter um centro 
liquido, rico em frutose. Sugira uma maneira para resolver esse 
problema. (Dica: A sacarose e muito menos soluvel do que uma 
mistura de glicose e frutose.) 

13. Anomeros da sacarose? A lactose existe em duas for¬ 
mas anomericas, mas nenhuma forma anomerica da sacarose e 
conhecida. Por que? 

14. Gentiobiose. Gentiobiose (D-Glc[j81^6]D-Glc) e um dis- 
sacarideo encontrado em alguns glicosideos vegetais. Desenhe 
a estrutura da gentiobiose com base em seu nome abreviado. A 
gentiobiose e um agucar redutor? Sofre mutarrotagao? 

15. Identificagao de agucares redutores. A^-acetil-j8-D- 
-glicosamina (Figura 7-9) e um agucar redutor? E D-gliconato? 
0 dissacarideo GlcN(Q;l-e^lQ;)Glc e um agucar redutor? 

16. Digestao da celulose. A celulose poderia ser uma for¬ 
ma de glicose extremamente abundante e barata, porem os 
seres humanos nao conseguem digeri-la. Por que? Se Ihe ofere- 
cessem uma maneira que permitisse adquirir esta capacidade, 
voce aceitaria ou nao, e por qual motivo? 

17. Propriedades fisicas da celulose e do glicogenio. A 

celulose praticamente pura obtida dos fios das sementes de 
Gossypium (algodao) e resistente, fibrosa e completamente 
insoluvel em agua. Em contrapartida, o glicogenio extraido de 
musculo ou figado se dispersa prontamente em agua quente, 
formando uma solugao turva. Apesar das propriedades fisicas 
marcadamente diferentes, ambas as substancias sao polimeros 
de D-glicose em ligagoes (1^4) com massa molecular compara- 
vel. Quais caracteristicas estruturais desses dois poUssacarideos 
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geram suas diferentes propriedades fisicas? Explique as vanta- 
gens biologicas das respectivas propriedades de cada polimero. 

18. Dimensoes de um polissacarideo. Compare as di- 
mensoes de uma molecula de celulose e uma molecula de ami- 
lose, cada uma comM^. de 200.000. 

19. Velocidade de crescimento do bambu. Os caules do 
bambu, grammea tropical, podem crescer a 0,3 m/dia sob con- 
digoes otimas. Dado que os caules sao compostos quase que 
inteiramente por fibras de celulose orientadas no sentido do 
crescimento, calcule o numero de residues de agucar que de- 
vem ser enzimaticamente adicionados a cada segundo as ca- 
deias crescentes de celulose para produzir essa velocidade de 
crescimento. Cada unidade de D-glicose contribui com —0,5 
nm para o comprimento de uma molecula de celulose. 

20. Glicogenio como armazenamento de energia: por 
quanto tempo uma ave cinegetica consegue voar? Desde 
a antiguidade, tern se observado que certas aves cinegeticas, 
como o galo silvestre, a codorna e o faisao, sao facilmente le- 
vadas a fadiga. 0 historiador grego Xenofonte escreveu, “As 
abetardas {Otis tarda) podem ser capturadas se voce for rapi- 
do em incita-las, pois voarao apenas uma curta distancia, como 
perdizes, e em breve se cansarao; e sua came e deliciosa”. Os 
musculos de voo das aves cinegeticas dependem quase que in¬ 
teiramente do uso de glicose-l-fosfato para energia, na forma 
de ATP (ver Capitulo 14). A glicose-l-fosfato e produzida pela 
clivagem do glicogenio armazenado no musculo, catalisada 
pela enzima glicogenio-fosforilase. A taxa de produgao de ATP 
e Irmitada pela taxa na qual o glicogenio pode ser degradado. 
Durante um “voo de panico”, a taxa de clivagem do glicogenio 
das aves de caga e bastante alta, cerca de 120 jamoPmin de 
glicose-l-fosfato produzidos por grama de tecido. Dado que 
os musculos de voo normalmente contem aproximadamente 
0,35% de glicogenio por peso, calcule por quanto tempo uma 
ave cinegetica pode voar. (Presuma que a massa molecular me¬ 
dia de um residue de glicose no glicogenio seja de 162 g/mol.) 

21. Estabilidade relativa de dois conformeros. Expli¬ 
que por que as duas estruturas mostradas na Figura 7-18b sao 
tao diferentes energeticamente (em estabilidade). Dica: ver 
Figura 1-22. 

22. Volume do sulfato de condroitina em solugao. Uma 

fungao crucial do sulfato de condroitina e agir como lubrifican- 
te em articulagoes esqueleticas pela criagao de um meio gela- 
tinoso elastico e resistente a friegao e ao cheque. Essa fungao 
parece estar relacionada a uma propriedade peculiar do sulfato 
de condroitina: o volume ocupado por uma molecula e muito 
maior em solugao do que quando em solido desidratado. Por 
que o volume e tao maior em solugao? 

1 23. Interagoes da heparina. A heparina, um glicosa- 
^ minoglicano negativamente carregado, e utilizada como 
anticoagulante. Ela age pela ligagao a algumas proteinas plas- 
maticas, incluindo antitrombina 111, um inibidor da coagulagao 
sanguinea. A ligagao 1:1 da heparina a antitrombina 111 parece 
causar uma alteragao na conformagao da proteina que aumen- 
ta bastante sua capacidade de inibir a coagulagao. Quais resi¬ 
dues de aminoacidos da antitrombina 111 provavelmente intera- 
gem com a heparina? 

24. Permutagoes de um trissacarideo. Pense sobre como 
estimar o numero de possiveis trissacarideos compostos por 
A^-acetilglicosamina-4-sulfato (GlcNAc4S) e acido glicuronico 
(GlcA) e desenhe 10 deles. 


25. Efeito do acido sialico sobre eletroforese em gel 
de poliacrilamida com SDS. Suponha que voce tern quatro 
formas de uma proteina, todas com sequencias de aminoacidos 
identicas, porem contendo zero, uma, duas ou tres cadeias de 
oligossacarideos, cada qual terminando com um unico residue 
de acido sialico. Desenhe o padrao que voce esperaria em um 
gel caso uma mistura dessas quatro glicoproteinas fosse resol- 
vida por eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS (ver 
Figura 3-18) e corada para proteinas. Identifique todas as ban- 
das em seu desenho. 

26. Conteudo de informagao dos oligossacarideos. A 

porgao carboidrato de algumas glicoproteinas pode servir 
como um sitio para o reconheermento celular. Para desempe- 
nhar esta fungao, os oligossacarideos devem ter o potencial 
para existir em uma grande variedade de formas. 0 que pode- 
ria produzir uma maior variedade de estruturas: oligopeptide- 
os compostos por cinco diferentes residues de aminoacidos ou 
oligossacarideos compostos por cinco residues de monossaca- 
rideos diferentes? Explique. 

27. Determinagao do conteudo de ramificagoes na ami- 
lopectina. A quantidade de ramificagoes (numero de ligagoes 
glicosidicas (q; 1^6)) na amilopectina pode ser determinada 
pelo seguinte procedimento. Uma amostra de amilopectina e 
exaustivamente metilada - tratada com um agente metilante 
(iodeto de metil) que substitui o hidrogenio da hidroxila de 
cada agucar por um grupo metil, convertendo -OH a -OCHg. 
Todas as ligagoes glicosidicas na amostra tratada sao, entao, 
hidrolisadas em uma solugao aquosa acida, e a quantidade de 
2,3-di-O-metilglicose assim formada e determinada. 



2,3-Di-O-metilglicose 


(a) Explique o principio desse procedimento para a de¬ 
terminagao do numero de pontos de ramificagao (q: 1^6) na 
amilopectina. 0 que acontece com os residuos de glicose nao 
ramificados da amilopectina durante o processo de metilagao 
e hidrolise? 

(b) Uma amostra de 258 mg de amilopectina tratada como 
descrito aerma produziu 12,4 mg de 2,3-di-O-metilglicose. De¬ 
termine a porcentagem de residuos de glicose da amilopectina 
que continha uma ramificagao (q; 1^6). (Assuma que a massa 
molecular media de um residue de glicose na amilopectina e 
162 g/mol.) 

28. Analise estrutural de um polissacarideo. Um po¬ 
lissacarideo de estrutura desconhecida foi isolado, submetido 
a metilagao exaustiva e hidrolisado. A analise dos produtos 
mostrou tres agucares metilados: 2,3,4-tri-O-metil-D-glicose, 
2,4-di-O-metil-D-glicose e 2,3,4,6-tetra-O-metil-D-glicose, na 
proporgao 20:1:1. Qual e a estrutura do polissacarideo? 


Problema de analise de dados 

29. Determinagao da estrutura dos antigenos do gru¬ 
po sanguineo ABO. 0 sistema ABO dos grupos sanguineos 
humanos foi descoberto em 1901, e em 1924 foi mostrado que 
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esta caractenstica e herdada em um unico locus genico com 
tres alelos. Em 1960, W. T. J. Morgan publicou um artigo revi- 
sando o que era conhecido sobre a estrutura das moleculas dos 
antigenos ABO naquela epoca. Quando o artigo foi publicado, 
as estruturas completas dos antigenos A, B e 0 ainda nao eram 
conhecidas; este artigo e um exemplo da “construgao” do co- 
nhecimento cientifico. 

Em qualquer tentativa para determinar a estrutura de um 
composto biologico desconhecido, os pesquisadores devem li- 
dar com dois problemas fundamentais: (1) Se voce nao sabe o 
que e, como sabe que estd puro? (2) Se voce nao sabe o que 
e, como sabe que as condigoes de extragao e purificagao nao 
alteraram a estrutura? Morgan examinou o problema (1) por 
meio de alguns metodos. Um metodo e descrito em seu arti¬ 
go (p. 312) como observagao de “valores analiticos constantes 
apos testes de solubilizagao fracionada”. Neste caso, “valores 
analiticos” sao medidas de composigao quimica, ponto de fu- 
sao, e assrm por diante. 

(a) Com base em seu entendimento das tecnicas quimicas, o 
que Morgan quis dizer com “testes de solubilizagao fracionada”? 

(b) Por que os valores analiticos obtidos apos testes de so¬ 
lubilizagao fracionada de uma substancia pura seriam cons¬ 
tantes e aqueles de uma substancia impura nao seriam cons¬ 
tantes? 

Morgan examinou o problema (2) utilizando um ensaio que 
mede a atividade imune da substancia presente em diferentes 
amostras. 

(c) Por que e Importante para os estudos de Morgan, e es- 
pecialmente para examinar o problema (2), que este ensaio de 
atividade seja quantitative (dosando o nivel de atividade) em 
vez de simplesmente qualitative (determinando a presenga ou 
a ausencia da substancia)? 

A estrutura dos antigenos do grupo sanguineo esta mos- 
trada na Figura 10-15. Em seu artigo (p. 314), Morgan listen 
algumas propriedades dos tres antigenos. A, B e 0, que eram 
conhecidas naquela epoca: 

1. 0 antigeno do tipo B tern um conteudo de galactose 
maior do que os antigenos A ou 0. 

2. 0 antigeno do tipo A contem mais aminoagucares do 
que os antigenos B ou 0. 

3. A razao glicosamina/galactosamina para o antigeno A e 
aproxrmadamente 1,2, e para o antigeno B e cerca de 
2,5. 

(d) Qual(is) dessas conclusoes e(sao) consistente(s) com 
as estruturas conhecidas dos antigenos do grupo sanguineo? 

(e) Como voce explicaria as discrepancias entre os resulta- 
dos de Morgan e as estruturas conhecidas? 

Em um trabalho posterior, Morgan e sens colaboradores 
utilizaram uma inteligente estrategia para adquirir informagoes 


estruturais sobre os antigenos do grupo sanguineo. Haviam 
sido encontradas enzimas que degradariam os antigenos es- 
pecificamente. Entretanto, essas enzimas estavam disponiveis 
apenas como preparagoes enzimaticas brutas, possivelmente 
contendo mais de uma enzima com especificidade desconhe- 
cida. A degradagao dos antigenos do tipo sanguineo por estas 
enzimas brutas poderia ser inibida pela adigao a reagao de mo¬ 
leculas de agucar especificas. Apenas agucares encontrados 
nos antigenos do tipo sanguineo causariam essa inibigao. Uma 
preparagao enzimatica, isolada do protozoMo Trichomonas 
foetus, degradaria todos os tres antigenos, sendo inibida pela 
adigao de agucares especificos. Os resultados desses estudos 
estao resumidos na tabela a seguir, mostrando a porcentagem 
de substrate que permaneceu inalterada quando a enzima de T. 
foetus agiu sobre os antigenos do grupo sanguineo na presenga 
de agucares. 


Substrate inalterado (%) 


Agucaradidonado 

Antigeno A 

Antigeno B 

Antigeno 0 

Controle - sem agucar 

3 

1 

1 

L-Fucose 

3 

1 

100 

D-Fucose 

3 

1 

1 

L-Galactose 

3 

1 

3 

D-Galactose 

6 

100 

1 

A/'-Acetilglicosamina 

3 

1 

1 

A-Acetilgalactosamina 

100 

6 

1 


Para o antigeno 0, a comparagao entre os resultados do 
controle e da L-fucose mostra que a L-fucose inibe a degrada¬ 
gao do antigeno. Esse e um exemplo de inibigao pelo produto, 
na qual um excesso do produto da reagao desloca o equilibrio 
da reagao, impedindo a adicional hidrolise do substrate. 

(f) Embora o antigeno 0 contenha galactose, A^-acetilgli- 
cosamina e A^-acetilgalactosamina, nenhum desses agucares 
inibiu a degradagao desse antigeno. Com base nesse resultado, 
a preparagao enzimatica de T. foetus e uma endoglicosidase 
ou uma exoglicosidase? (Endoglicosidases clivam ligagoes en¬ 
tre residues internes; exoglicosidases removem um residue de 
cada vez a partir da extremidade de um polimero.) Explique 
seu raciocinio. 

(g) Quais dos resultados em (f) e (g) sao consistentes com 
as estruturas mostradas na Figura 10-15? Explique seu racio¬ 
cinio. 
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N ucleotideos apresentam uma variedade de fungoes 
no metabolismo celular. Eles sao a moeda energetica 
nas transagoes metabolicas; sao as ligagoes quimicas 
essenciais nas respostas da celula a hormonios e a outros 
estimulos extracelulares; e tambem sao os componentes 
estruturais de uma estrutura ordenada de cofatores enzi- 
maticos e intermediaries metabolicos. E, por ultimo, mas 
nao menos importante, eles sao os constituintes dos acidos 
nucleicos: acido desoxirribonucleico (DNA) e acido ribo- 
nucleico (RNA), os repositories moleculares da informagao 
genetica. A estrutura de cada proteina - e, em ultima anali- 
se, de cada biomolecula e componente celular - e o produto 
da informagao programada na sequencia nucleotidica dos 
acidos nucleicos da celula. A capacidade de armazenar e 
transmitir a informagao genetica de uma geragao a outra e 
uma condigao fundamental para a vida. 

Este capitulo fornece uma visao geral da natureza qui¬ 
mica dos nucleotideos e acidos nucleicos encontrados na 
maioria das celulas; uma abordagem mais detalhada da fun- 
gao dos acidos nucleicos e o foco da Parte III deste texto. 

8.1 Alguns dados basicos 

d Nucleotideos, os blocos de constru^ao dos acidos nucleicos A se- 

quencia de aminoacidos de cada proteina na celula e a se¬ 
quencia nucleotidica de cada RNA sao especificadas pela 
sequencia nucleotidica do DNA da celula. Um segmento de 
uma molecula de DNA que contem a informagao necessaria 
para a sintese de um produto biologicamente funcional, seja 
proteina on RNA, e denominado gene. Uma celula costuma 
ter muitos milhares de genes, e moleculas de DNA, nao sur- 
preendentemente, tendem a ser muito grandes. 0 armaze- 
namento e a transferencia da informagao biologica sao as 
unicas fungoes conhecidas do DNA. 

0 RNA tern uma ampla variedade de fungoes e mui- 
tas classes sao encontradas nas celulas. Os RNA ribos- 


somais (rRNAs) sao componentes dos ribossomos, os 
complexos que executam a sintese proteica. Os RNAs 
mensageiros (mRNAs) sao intermediarios, carregando 
a informagao genetica de um ou poucos genes para o ri- 
bossomo, onde as proteinas correspondentes podem ser 
sintetizadas. Os RNAs transportadores (tRNAs) sao 
moleculas adaptadoras que traduzem fielmente a infor¬ 
magao no mRNA em uma sequencia especifica de aminoa¬ 
cidos. Alem dessas classes maiores, existe uma grande va¬ 
riedade de tipos de RNA com fungoes especiais, descritos 
detalhadamente na Parte III. 

Nucleotideos e acidos nucleicos tern pentoses e 
bases caracteristicas 

Os nucleotideos apresentam tres componentes caracte- 
risticos: (1) uma base nitrogenada (contendo nitrogenio), 
(2) uma pentose e (3) um ou mais fosfatos (Figura 8-1). A 
molecula sem o grupo fosfato e denominada nucleosideo. 
As bases nitrogenadas sao derivadas de dois compostos re- 



(b) Pirimidina Purina 

FIGURA8-1 Estrutura de nucleotideos. (a) A estrutura geral mostrando 
a convengao numerica do anel de pentose. Esse e um ribonucleotideo. Nos 
desoxirribonucleotideos, o grupo —OH no carbono 2' (vermelho) e subs- 
tituido por H. (b) Os compostos ancestrais das bases pirimidicas e puricas 
dos nucleotideos e dos acidos nucleicos, mostrando a convengao numerica. 
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lacionados, a pirimidina e a purina. As bases e as pento¬ 
ses dos nucleotideos comuns sao compostos heterociclicos. 

CONVEN^AO-CHAVE: Os atomos de carbono e de nitrogenio 
nas estruturas relacionadas sao numerados convencio- 
nalmente para facilitar a denominagao e a identificagao 
dos muitos compostos derivados. A convengao para o anel 
da pentose segue as regras descritas no Capitulo 7, mas, 
nas pentoses dos nucleotideos e nucleosideos, os nume- 
ros dos carbonos recebem a designagao de um apostrofo 
(') para diferencia-los dos atomos numerados nas bases 
nitrogenadas. ■ 

A base de um nucleotideo e ligada covalentemente (no 
N-1 das pirimidinas e no N-9 das purinas) por uma ligagao 
A/^/3-glicosidica ao carbono 1' da pentose, e o fosfato e este- 
rificado no carbono 5'. A ligagao A/^j8-glicosidica e formada 
pela remogao dos elementos de agua (um grupo hidroxila 
da pentose e o hidrogenio da base), como na formagao da 
ligagao 0-glicosidica (ver Figura 7-30). 

Tanto o DNA quanto o RNA contem duas bases puricas 
principais, adenina (A) e guanina (G), e duas pirimidi- 
cas. No DNA e no RNA, uma das pirimidinas e a citosina 
(C), mas a segunda pirimidina nao e a mesma nos dois: e a 
timina (T) no DNA e a uracila (U) no RNA. Apenas rara- 
mente a timina e encontrada no RNA ou a uracila no DNA. 
As estruturas das cinco principais bases estao mostradas 
na Figura 8-2, e a nomenclatura de sens nucleotideos e 
nucleosideos correspondentes esta resumida na Tabela 8-1. 

Os acidos nucleicos tern dois tipos de pentoses. As re- 
correntes unidades desoxirribonucleotidicas do DNA con¬ 
tem 2'-des6xi-D-ribose e as unidades ribonucleotidicas do 
RNA contem D-ribose. Nos nucleotideos, ambos os tipos de 
pentoses estao na sua forma j8-furanose (anel fechado com 
cinco atomos). Como mostra a Figura 8-3, o anel de pento¬ 
se nao e planar, mas ocorre em uma serie de conformagoes 
geralmente descritas como “pregueadas”. 

CONVEN^AO-CHAVE: Embora o DNA e do RNA paregam ter 
duas diferengas - pentoses diferentes e a presenga de ura- 
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FIGURA 8-2 Principais bases puricas e pirimidicas dos acidos nuclei¬ 
cos. Alguns dos nomes comuns dessas bases refletem as circunstancias 
das suas descobertas. A guanina, por exempio, foi primeiramente isolada de 
guano (esterco de passaro) e a timina foi isolada originariamente de tecido 
dotimo. 


cila no RNA e timina no DNA - e a pentose que define a 
identidade do acido nucleico. Se o acido nucleico contem 
2'-desoxi-D-ribose, e DNA por definigao, embora possa 
apresentar alguma uracila. Da mesma forma, se o acido nu¬ 
cleico contem D-ribose e RNA, independentemente da sua 
composigao de base. ■ 

A Figura 8-4 mostra as estruturas e os nomes dos qua- 
tro principais desoxirribonucleotideos (desoxirribo- 
nucleosideo 5'-monofosfato), as unidades estruturais dos 
DNAs, e os quatro principais ribonucleotideos (ribonucle- 
osideo 5'-monofosfato), as unidades estruturais dos RNAs. 


TABELA 8-1 

Nomenclatura de nucleotideo e de acido nucleico 



Base 

Nucleosideo 

Nucleotideo 

Acido nucleico 

Purinas 

Adenina 

Adenosina 

Adenilato 

RNA 


Desoxiadenosina 

Desoxiadenilato 

DNA 

Guanina 

Guanosina 

Guanilato 

RNA 


Desoxiguanosina 

Desoxiguanilato 

DNA 

Pirimidinas 

Citosina 

Citidina 

Citidilato 

RNA 


Desoxicitidina 

Desoxicitidilato 

DNA 

Timina 

Timidina ou desoxitimidina 

Timidilato ou desoxitimidilato 

DNA 

Uracila 

Uridina 

Uridilato 

RNA 


Nota: “Nucleosideo” e “nucleotideo” sao termos genericos que incluem ambas as formas ribo ou desoxirribo. Tambem, ribonucleosideos ou ribonucleotideos sao aqui 
designados simplesmente como nucleosideos e nucleotideos (p. ex., riboadenosina como adenosina), e desoxirribonucleosideos e desoxirribonucleotideos como deso- 
xinucleosideos e desoxinucleotideos (p. ex., desoxirriboadenosina como desoxiadenosina). Ambas as formas de denominagao sao aceitas, mas os nomes mais curtos 
sao mais comumente usados. A timina e uma excegao; “ribotimidina” e usado para descrever sua ocorrencia incomum no RNA. 
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FIGURA 8-3 Conforma^ao da ribose. (a) Em solu(;ao, as formas de ca- 
deia reta (aldeido) e em anel (jS-furanose) da ribose livre estao em equilibrio. 
0 RNA contem apenas a forma em anel, a jS-D-ribofuranose. A desoxirribose 
sofre uma interconversao semelhante em solupao, mas no DNA existe ape¬ 
nas a jS-2'-desoxi-D-ribofuranose. (b) Os aneis de ribofuranose nos nucleoti- 


deos podem existir em quatro diferentes conformapoes pregueadas. Em to- 
dos os casos, quatro dos cinco atomos estao em uma forma planar. 0 quinto 
atomo (C-2' ou C-3') esta no mesmo lado (endo) ou no lado oposto (exo) do 
piano em relapao ao atomo de C-5'. 





Nucleotideo: 


Desoxiadenilato 

(desoxiadenosina 

5'-monofosfato) 


Desoxiguanilato 

(desoxiguanosina 

5'-monofosfato) 


Desoxitimidilato 

(desoxitimidina 

5'-monofosfato) 


Desoxicitidilato 

(desoxicitidina 

5'-monofosfato) 


Simbolos: 


A, dA, dAMP 


G, dG, dGMP 


T, dT, dTMP 


C, dC, dCMP 


Nucleosideo: 


Desoxiadenosina 


Desoxiguanosina Desoxitimidina 


Desoxicitidina 


(a) Desoxirribonucleotfdeos 






Nucleotfdeo: 

Adenilato (adenosina 
5'-monofosfato) 

Guanilato (guanosina 
5'-monofosfato) 

Uridilato (uridina 
5'-monofosfato) 

Citidilato (citidina 
5'-monofosfato) 

Sfmbolos: 

A, AMP 

G,GMP 

U,UMP 

C,CMP 

Nucleosfdeo: 

Adenosina 

Guanosina 

Uridina 

Citidina 


(b) Ribonucleotfdeos 


FIGURA 8-4 Desoxirribonucleotfdeos e ribonucleotfdeos dos acidos 
nucleicos. Todos os nucleotideos estao mostrados nas suas formas livres 
em pH 7,0. As unidades nucleotidicas do DNA (a) sao em geral simbolizadas 
como A, G,Te C e, algumas vezes, como dA, dG, dT e dC; aquelas do RNA (b) 
como A, G, U e C. Na sua forma livre, os desoxirribonucleotfdeos sao comu- 
mente abreviadas como dAMP, dGMP, dTMP e dCMP; os ribonucleotfdeos. 


AMP, GMRTMP e CMP. Para cada nucleotfdeo, os nomes comuns sao segui- 
dos pelo nome complete entre parenteses.Todas as abreviaturas assumem 
que o grupamento fosfato esta na posipao 5'. A porpao nucleosfdica de cada 
molecula esta sombreada em cor salmao. Nesta e nas proximas ilustrapoes, 
os carbonos do anel nao estao mostrados. 
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5-Metilcitidina 



A/^-Metiladenosina 


(a) 



A/^-Metilguanosina 


S-Hidroximetilcitidina 



(b) 


7-Metilguanosina 


4-Tiouridina 


FIGURA 8-5 Algumas bases puricas e pirimfdicas secundarias, mos- 
tradas como nucleosideos. (a) Bases secundarias do DNA. A S-metilciti- 
dina ocorre no DNA de animals e de plantas superiores, a A/^-metiladenosina 
no DNA bacteriano e a 5-hidroximetilcitidina no DNA de animals e bacterias 
infectadas por determinados bacteriofagos. (b) Algumas bases secundarias 
do tRNA. A inosina contem a base hipoxantina. Observe que a pseudouridi- 
na, como a uridina, contem uracila; elas sao diferentes no ponto de ligapao a 
ribose - na uridina, a uracila e ligada pelo N-1, o ponto de ligapao usual para 
pirimidinas; na pseudouridina, pelo C-5. 


Embora os nucleotideos que contem as principals pu- 
rinas e pirimidinas sejam os mais comuns, o DNA e o RNA 
tambem contem algumas bases secundarias (Figura 8-5) . 
No DNA, as mais comuns delas sao as formas metiladas 
das bases principals; em alguns DNA virais, algumas bases 
podem ser hidroximetiladas ou glicosiladas. As bases alte- 
radas ou raras na molecula de DNA muitas vezes apresen- 
tam fungoes na regulagao ou na protegao da informagao 
genetica. Bases secundarias de muitos tipos tambem sao 
encontradas nos RNAs, especialmente nos tRNAs (ver Fi- 
guras 8-25 e 26-22). 

CONVEN^AO-CHAVE: A nomenclatura para as bases secunda¬ 
rias pode ser confusa. Assim como as bases principals, mui¬ 
tas tern nomes comuns - hipoxantina, por exemplo, mos- 
trada como seu nucleosideo inosina na Figura 8-5. Quando 
um atomo no anel purico ou pirimidico e substituido, a con- 



Adenosina 5'-monofosfato 


Adenosina 2'-monofosfato 



Adenosina 3'-monofosfato Adenosina 2',3'- 

-monofosfato ciclico 


FIGURA 8-6 Algumas adenosina monofosfatos. Adenosina 2'-mono- 
fosfato, adenosina 3'-monofosfato e adenosina 2',3'-monofosfato ciclico sao 
formados por hidrolise enzimatica e alcalina do RNA. 


vengao usual (utilizada aqui) e simplesmente para indicar a 
posigao no anel do atomo substituido pelo seu numero - por 
exemplo, 5-metilcitosina, 7-metilguanina e 5-hidroximetil- 
citosina (niostrados como nucleosideos na Figura 8-5). 0 
elemento ao qual o atomo substituido e ligado (N, C, 0) nao 
e identificado. A convengao muda quando o atomo substi¬ 
tuido e exociclico (nao se encontra dentro da estrutura ci- 
clica), nesse caso o tipo de atomo e identificado e a posigao 
no anel no qual ele e ligado e indicada por sobrescrito. 0 
nitrogenio amino ligado ao C-6 da adenina e A^; da mesma 
forma, o oxigenio da carbonila e o nitrogenio amino no C-6 e 
no C-2 da guanina sao O® e respectivamente. Exemplos 
dessa nomenclatura sao A^-metiladenosina e A^^-metilgua- 
nosina (Figura 8-5). ■ 

As celulas tambem contem nucleotideos com grupos 
fosfato em posigoes diferentes do carbono 5' (Figura 8-6). 
Os ribonucleosideos 2',3'-monofosfato ciclicos sao in- 
termediarios isolaveis e os ribonucleosideos 3'-monofos- 
fato sao os produtos finals de hidrolise do RNA por certas 
ribonucleases. Outras variagoes sao adenosina 3',5'-mono- 
fosfato ciclico (cAMP) e guanosina 3',5'-monofosfato cicli¬ 
co (cGMP), considerados no final deste capitulo. 

Ligates fosfodiester ligam nucleotideos consecutivos 
nos acidos nucleicos 

Os nucleotideos consecutivos de ambos DNA e RNA sao 
ligados covalentemente por “pontes” de grupos fosfato, 
nas quais o grupo 5'-fosfato de uma unidade nucleotidica 
e ligado ao grupo 3'-hidroxila do proximo nucleotideo, 
criando uma ligagao fosfodiester (Figura 8-7). Por- 
tanto, o esqueleto covalente dos acidos nucleicos con- 
siste em fosfatos e residues de pentose alternados, e as 
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bases nitrogenadas podem ser consideradas como gmpos 
laterals ligados ao esqueleto em intervales regulares. 0 
esqueleto do DNA e do RNA sao hidrofilicos. Os grupos 
hidroxila dos residues de agucar formam ligagoes de 
hidrogenio com a agua. Os grupos fosfato, com um pZ^ 
proximo a 0, sao completamente ionizados e carregados 
negativamente em pH 7, e as cargas negativas sao, de um 
mode geral, neutralizadas pelas interagoes ionicas com 
cargas positivas nas proteinas, nos ions metalicos e nas 
poliaminas. 

CONVEN^AO-CHAVE: Todas as ligagoes fosfodiester no DNA e 
no RNA tern a mesma orientagao ao longo da cadeia (Figura 
8-7), conferindo a cada fita do acido nucleico uma polarida- 
de especifica e extremidades 5' e 3' diferentes. For defini- 
gao, a extremidade 5' nao apresenta um nucleotideo na 
posigao 5', e a extremidade 3' nao apresenta um nucleo¬ 
tideo na posigao 3'. Outros grupos (mais frequentemente 
um ou mais fosfatos) podem estar presentes em uma ou em 
ambas as extremidades. A orientagao 5' para 3' de uma fita 
de acido nucleico refere-se a uma extremidade da fita, nao 
a orientagao da ligagao fosfodiester individual ligando seus 
nucleotideos constituintes. ■ 

0 esqueleto covalente do DNA e do RNA esta sujeito 
a hidrolise lenta e nao enzimatica das ligagoes fosfodies¬ 
ter. No tubo de ensaio, o RNA e hidrolisado rapidamente 
em condigoes alcalinas, mas nao o DNA; os grupamentos 
2'-hidroxila no RNA (ausentes no DNA) estao diretamen- 
te envolvidos nesse processo. Os nucleotideos 2',3'-mo- 
nofosfato ciclicos sao os primeiros produtos da agao de 
alcalis sobre o RNA e sao rapidamente hidrolisados para 
gerar uma mistura de 2' e 3'-nucleosideos monofosfato 
(Figura 8-8). 

As sequencias nucleotidicas dos acidos nucleicos po¬ 
dem ser representadas esquematicamente, como ilustrado 
a seguir, por um segmento de DNA com cinco unidades nu¬ 
cleotidicas. Os grupos fosfato sao simbolizados pelo ©, e 
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FIGURA 8-7 Ligates fosfodiester no esqueleto covalente do DNA e 
do RNA. As ligagoes fosfodiester (uma das quais esta sombreada no DNA) 
ligam unidades nucleotidicas sucessivas. 0 esqueleto de pentose e grupa¬ 
mentos fosfato alternados nos dois tipos de acidos nucleicos e altamente 
polar. As extremidades 5' e 3' da macromolecula podem estar livres ou po¬ 
dem estar ligados a um grupo fosforil. 
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FIGURA 8-8 Hidrolise de RNA em condi^es alca¬ 
linas. 0 grupamento 2'-hidroxila atua como grupa- 
mento nucleofilico no deslocamento intramolecular. 0 
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derivado 2',3'-nnonofosfato ciclico e mais hidrolisado 
para gerar uma mistura de nucleosideos 2'- e 3'-mono- 
fosfato. 0 DNA, 0 qual nao apresenta grupamentos 2'-hi- 
droxila, e estavel em condigoes semelhantes. 
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cada desoxirribose e simbolizada por uma linha vertical, a 
partir do C-1' na parte superior para o C-5' na parte inferior 
(mas lembre-se de que, nos acidos nucleicos, o agucar esta 
sempre na sua forma de anel fechado de /3-furanose). As 
linhas de conexao entre os nucleotideos (as quais passam 
pelo ©) estao desenhadas diagonalmente a partir do cen- 
tro CC-3') da desoxirribose de um nucleotideo para a parte 
inferior (C-5') do proximo nucleotideo. 



Algumas representagoes mais simples desse pentadesoxirri- 
bonucleotideo sao pA-C-G-T-Aq^, pApCpGpTpA e pACGTA. 

CONVEN^AO-CHAVE: A sequencia de uma fita simples de acido 
nucleico e sempre escrita com a sua extremidade 5' a es- 
querda e com a extremidade 3' a direita - isto e, na diregao 
5 '^ 3 '. ■ 

Um acido nucleico pequeno e denominado oligonu- 
cleotideo. A definigao de “pequeno” e um tanto arbitraria, 
mas polimeros contendo 50 nucleotideos ou menos em ge- 
ral sao chamados de oligonucleotideos. Um acido nucleico 
maior e chamado de polinucleotideo. 


As propriedades das bases nucleotidicas afetam a 
estrutura tridimensional dos acidos nucleicos 

Purinas e pirimidinas livres sao compostos fracamente 
basicos e, por isso, sao chamados de bases. As purinas e 
as pirimidinas comuns no DNA e no RNA sao moleculas 
aromaticas (Figura 8-2), uma propriedade com conse- 
quencias importantes para a estrutura, a distribuigao dos 
eletrons e a absorgao de luz dos acidos nucleicos. 0 des- 
locamento dos eletrons entre os atomos no anel confere 
a maioria das ligagoes carater parcial de ligagao dupla. 0 
resultado e que as pirimidinas sao moleculas planares e as 
purinas sao muito proximas a uma estrutura planar, com 


O OH OH 



Lactamico Lactimico Lactimico dupio 

Uracila 


FIGURA 8-9 Formas tautomericas da uracila. A forma lactamica predo- 
mina em pH 7,0; as outras formas tornam-se mais proeminentes quando o 
pH diminui. As outras pirimidinas livres e as purinas livres tambem tern for¬ 
mas tautomericas, mas sao mais raramente encontradas. 


uma leve prega. Bases puricas e pirimidicas livres podem 
existir em duas ou mais formas tautomericas, dependen- 
do do pH. A uracila, por exemplo, ocorre nas formas lac- 
tamicas, lactimicas e lactimicas duplas (Figura 8-9). As 
estruturas mostradas na Figura 8-2 sao os tautomeros que 
predominam em pH 7,0. Todas as bases nucleotidicas ab- 
sorvem luz UV, e os acidos nucleicos sao caracterizados 
por uma forte absorgao em comprimentos de onda proxi- 
mos a 260 nm (Figura 8-10). 

As bases puricas e pirimidicas sao hidrofobicas e relati- 
vamente insoluveis em agua perto do pH neutro da celula. 
Em pH acido ou alcalino, as bases tornam-se carregadas e 
sua solubilidade em agua aumenta. Interagoes de empilha- 
mento hidrofobicas em que duas ou mais bases sao posicio- 
nadas com os pianos de sens aneis em paralelo (como pilha 
de moedas) sao uma das duas formas mais importantes de 
interagao entre bases nos acidos nucleicos. 0 empilhamen- 
to tambem envolve a combinagao de interagoes dipolo-di- 
polo e de van der Waals entre as bases. 0 empilhamento de 
bases ajuda a minimizar o contato das bases com a agua e 
interagoes de empilhamento de bases sao muito importan¬ 
tes na estabilizagao da estrutura tridimensional dos acidos 
nucleicos, como descrito posteriormente. 

Os grupos funcionais das purinas e das pirimidinas sao 
aneis nitrogenados, grupos carbonila e grupos amino exo- 
ciclicos. As ligagoes de hidrogenio envolvendo os grupos 
amino e carbonila sao a forma mais importante de interagao 
entre duas (e ocasionalmente tres ou quatro) cadeias com- 


FIGURA 8-10 Espectro de absorgao dos nucleotideos co¬ 
muns. Os espectros sao mostrados de acordo com a variaqao nos 
coeficientes de extinqao molar pelo comprimento de onda. Os coefi- 
cientes de extinqao molar em 260 nm e pH 7,0 (^ 260 ) estao listados na 
tabela. Os espectros dos ribonucleotideos e desoxirribonucleotideos 
correspondentes, assim como os nucleosideos, sao essencialmente 
identicos. Para misturas de nucleotideos, o comprimento de onda de 
260 nm (linha vertical tracejada) e usado para medidas de absorgao. 
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FIGURA 8-11 Padroes de liga^des de hidrogenio no pareamento de 
bases definido por Watson e Crick. Aqui, como em outras partes no livro, 
as ligaqoes de hidrogenio estao representadas por tres linhas azuis. 


plementares de acidos nucleicos. Os padroes mais comuns 
de ligagoes de hidrogenio sao aqueles definidos por James D. 
Watson e Francis Crick em 1953, nos quais A liga-se especifi- 
camente a T (on U) e G liga-se a C (Figura 8-11). Esses dois 
tipos de pares de bases predominam no DNA de fita dupla 
e no RNA e os tautomeros mostrados na Figura 8-2 sao res- 
ponsaveis por esses padroes. E esse pareamento especifico 
de bases que permite a duplicagao da informagao genetica, 
como sera discutido posteriormente neste capitulo. 



James D. Watson Francis Crick, 1916-2004 


RESUMO 8.1 Alguns dados basicos 

► Um nucleotideo e constitmdo por uma base nitrogena- 
da Cpurina on pirimidina), um agucar pentose e um ou 
mais grupos fosfato. Os acidos nucleicos sao polimeros 
de nucleotideos, unidos por ligagoes fosfodiester entre 


o grupo 5'-hidroxila de uma pentose e o grupo 3'-hidro- 
xila da proxima pentose. 

► Existem dois tipos de acidos nucleicos: RNA e DNA. Os 
nucleotideos no RNA contem ribose e as bases pirimidi- 
cas comuns sao a uracila e a citosina. No DNA, os nucleo¬ 
tideos contem 2'-desoxirribose e as bases pirimidicas co¬ 
muns sao a timina e a citosina. As purinas primarias sao 
adenina e guanina tanto no RNA quanto no DNA. 

8.2 Estrutura dos acidos nucleicos 

A descoberta da estrutura do DNA por Watson e Crick em 
1953 deu origem a disciplinas completamente novas e in- 
fluenciou o rumo de muitas ja estabelecidas. Nesta segao, o 
foco principal sera a estrutura do DNA, alguns dos eventos 
que conduziram para a sua descoberta e aprimoramentos 
mais recentes na nossa compreensao do DNA. A estrutura 
do RNA tambem e apresentada. 

Como no caso da estrutura proteica (Capitulo 4), muitas 
vezes e util descrever a estrutura de acidos nucleicos em 
termos de niveis de complexidade hierarquicos (primario, 
secundario, terciario). A estrutura primaria dos acidos nu¬ 
cleicos e sua estrutura covalente e sequencia nucleotidica. 
Qualquer estrutura regular e estavel adotada por alguns 
ou todos os nucleotideos em um acido nucleico pode ser 
considerada como estrutura secundaria. Todas as estrutu- 
ras consideradas no restante deste capitulo se classificam 
como estruturas secundarias. 0 enovelamento complexo 
de grandes cromossomos dentro da cromatina eucariotica 
e o nucleoide bacteriano ou o elaborado enovelamento de 
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grandes moleculas de tRNA ou rRNA geralmente sao consi- 
derados estmturas terciarias. A estmtura terciaria do DNA 
e discutida no Capitulo 24 e a estmtura terciaria do RNA e 
considerada no Capitulo 26. 

0 DNA e uma dupla-helice que armazena 
informa^ao genetica 

0 DNA foi inicialmente isolado e caracterizado por Friedri¬ 
ch Miescher em 1868. Ele chamou a substancia contendo 
fosforo de “nncleina”. Ate os anos de 1940, com o trabalho 
de Oswald T. Avery, Colin MacLeod e Maclyn McCarty, nao 
existia uma evidencia convincente de que o DNA fosse o 
material genetico. Avery e seus colegas descobriram que 
DNA extraido de uma linhagem virulenta (patogenica) da 
bacteria Streptococcus pneumoniae e injetado em uma 
linhagem nao virulenta da mesma bacteria transformava a 
linhagem nao virulenta em virulenta. Eles conclniram que o 
DNA da linhagem virulenta carregava a informagao geneti¬ 
ca para vimlencia. Entao, em 1952, experimentos de Alfred 
D. Hershey e Martha Chase, que estudaram a infecgao de 
celulas bacterianas por um vims (bacteriofago), com DNA 
ou proteina marcados radioativamente, acabaram qualquer 
duvida remanescente de que o DNA, e nao a proteina, por- 
tava a informagao genetica. 

Outra pista importante para a estmtura do DNA veio do 
trabalho de Erwin Chargaff e seus colegas no final dos anos 
de 1940. Eles descobriram que as quatro bases nucleotidi- 
cas do DNA eram encontradas em proporgoes diferentes 
nos DNAs de organismos diferentes e que as quantidades 
de certas bases estavam relacionadas. Esses dados, cole- 
tados a partir de DNAs de uma variedade muito grande de 
especies, conduziram Chargaff as seguintes conclusoes: 

1. A composigao de bases do DNA, em geral, varia de 
uma especie para a outra. 

2. Amostras de DNA isoladas de diferentes tecidos da 
mesma especie tern a mesma composigao de bases. 

3. A composigao de bases de DNA em uma dada espe¬ 
cie nao muda com a idade do organismo, sen estado 
nutricional ou a mudanga de ambiente. 

4. Em todos os DNAs celulares, independentemente 
da especie, o numero de residues da adenosina e 
igual ao numero de residues da timidina (isto e, 
A = T) e o numero de residues de guanosina e igual 
ao numero de residues de citidina (G = C). Dessas 
correlagoes, conclui-se que a soma dos residues de 
purina e igual a soma dos residues de pirimidina; 
isto e, A + G = T + C. 

Essas relagoes quantitativas, algumas vezes denomina- 
das “regras de Chargaff’, foram confirmadas por muitos ou- 
tros pesquisadores. Elas foram a chave para estabelecer a 
estrutura tridimensional do DNA e para levantar pistas da 
forma como a informagao genetica esta codificada no DNA 
e e transmitida de uma geragao para a outra. 

Para esclarecer melhor sobre a estrutura do DNA, Rosa¬ 
lind Franklin e Maurice Wilkins usaram o metodo eficaz da 
difragao por rales X (ver Quadro 4-5) para analisar fibras de 
DNA. Eles demonstraram, no inicio dos anos de 1950, que o 
DNA produz um padrao de difragao por raios X caracteristi- 


FIGURA 8-12 Padrao de difragao por raios X de fibras do DNA. As 

marcas formando uma cruz no centra demonstram a estrutura helicoidal. As 
bandas pesadas na esquerda e na direita originam-se das bases recorrentes. 


CO (Figura 8-12). A partir desse padrao, deduziu-se que as 
moleculas de DNA sao helicoidais com duas periodicidades 
ao longo de seu eixo mais longo, a primaria de 3,4 A e a 
secundaria de 34 A. 0 problema entao era proper o modelo 
tridimensional de uma molecula de DNA que pudesse ser 
compativel nao apenas com os dados de difragao de raios 
X, mas tambem com a equivalencia de bases A=T e G=C 
especifica descoberta por Chargaff e com as outras proprie- 
dades quimicas do DNA. 



Rosalind Franklin, 
1920-1958 


Maurice Wilkins, 
1916-2004 


James Watson e Francis Crick contaram com essas in- 
formagoes acumuladas sobre o DNA para deduzir sua estru¬ 
tura. Em 1953, eles postularam o modelo tridimensional da 
estrutura do DNA que levava em consideragao todos as da¬ 
dos disponiveis. 0 modelo consiste em duas cadeias de DNA 
helicoidais enroladas em torno do mesmo eixo para formar 
uma dupla-helice de orientagao a direita (ver no Quadro 4-1 
uma explicagao sobre a orientagao a direita e a esquerda da 
estrutura helicoidal). Os esqueletos hidrofilicos de grupos 
fosfato e desoxirribose alternados estao no lado de fora da 
dupla-helice, orientados para a agua circundante. 0 anel fu- 
ranosidico de cada desoxirribose esta na conformagao C-2' 
endo. As bases pirimidicas e puricas das duas fitas estao 
empilhadas dentro da dupla-helice, com suas estruturas hi- 
drofobicas em forma de anel e quase planares muito perto 
uma da outra e perpendiculares ao eixo longitudinal. 0 pa- 
reamento perfeito das duas fitas cria um sulco maior e um 
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(a) (b) 




FIGURA 8-13 Modelo de Watson-Crick para a estrutura do DNA. 0 

modelo original proposto porWatson e Cricktinha 10 pares de bases ou 34 A 
(3,4 nm) por volta da helice; medidas subsequentes revelaram 10,5 pares de 
bases ou 36 A (3,6 nm) por volta. (a) Representapao esquematica, mostrando 
as dimensoes da helice. (b) Representapao em bastao mostrando o esquele- 
to e o empilhamento de bases, (c) Modelo de volume atomico. 


sulco menor na superficie do duplex (Figura 8-13). Cada 
base nucleotidica de uma fita esta pareada no mesmo piano 
com a base da outra fita. Watson e Crick descobriram que os 
pares de bases unidos por ligagoes de hidrogenio de G com 
C e de A com T, mostrados na Figura 8-11, sao aqueles que 
melhor se enquadram dentro da estrutura, fornecendo uma 
base logica para a regra de Chargaff que, em qualquer DNA, 
G = CeA = T. E importante notar que podem ser formadas 
tres ligagoes de hidrogenio entre G e C, simbolizadas G=C, 
mas apenas duas podem ser formadas entre A e T, simbo¬ 
lizadas A=T. Essa e uma razao para a descoberta de que a 
separagao das fitas pareadas do DNA e mais dificil quanto 
maior for a razao do pareamento de bases G=C para A=T. 
Outros pareamentos de bases tendem (em varies grans) a 
desestabilizar a estrutura dupla helicoidal. 

Quando Watson e Crick construiram seu modelo, eles 
tiveram que decidir inicialmente se as fitas de DNA seriam 
paralelas ou antiparalelas - se suas ligagoes fosfodiester 
3',5' iriam seguir no mesmo sentido ou em sentidos opos- 
tos. Uma orientagao antiparalela produziu o modelo mais 
convincente e trabalhos posteriores com DNA-polimerases 
(Capitulo 25) produziram evidencias experimentais de que 
as fitas eram mesmo antiparalelas, um achado confirmado 
posteriormente por analise de raios X. 

Para explicar a periodicidade nos padroes de difragao 
de raios X das fibras de DNA, Watson e Crick manipularam 
modelos moleculares para chegar a estrutura em que a dis- 
tancia entre as bases empilhadas verticalmente no interior 
da dupla-helice seria de 3,4 A; uma distancia de repetigao 
secundaria de aproximadamente 34 A foi atribuida para a 


presenga de 10 pares de bases em cada volta completa da 
dupla-helice. Em solugao aquosa, a estrutura e um pouco 
diferente daquela nas fibras, havendo 10,5 pares de bases 
por volta helicoidal (Figura 8-13). 

Como mostra a Figura 8-14, as duas cadeias polinu- 
cleotidicas antiparalelas da dupla-helice de DNA nao sao 
identicas nem na sua sequencia de bases e nem na sua com- 
posigao. Elas sao complementares entre si. Sempre que a 
adenina esta presente em uma cadeia, a timina e encontra- 
da na outra; da mesma forma, sempre que a guanina esta 
presente em uma cadeia, a citosina e encontrada na outra. 

A dupla-helice de DNA, ou duplex, e mantida por duas 
forgas, como descrito anteriormente: ligagoes de hidrogenio 
entre os pares de bases complementares (Figura 8-11) e in- 
teragoes de empilhamento de bases. A complementaridade 
entre as cadeias de DNA e atribuida a ligagao de hidrogenio 
entre os pares de bases. As interagoes de empilhamento de 
bases, as quais sao muito inespecificas no que diz respeito a 
identidade das bases empilhadas, determinam a maior con- 
tribuigao para a estabilidade da dupla-helice. 

Os aspectos importantes do modelo da dupla-helice da 
estrutura do DNA sao mantidos, em grande parte, por evi¬ 
dencias biologicas e quimicas. Alem disso, o modelo sugere 
imediatamente um mecanismo para a transmissao da infor- 
magao genetica. 0 aspecto principal do modelo e a comple¬ 
mentaridade das duas cadeias de DNA. Como Watson e Crick 
foram capazes de visualizar, muito antes da disponibilidade 
de dados confirmatorios, essa estrutura poderia ser replicada 
de forma logica pela (1) separagao das duas cadeias e (2) 
sintese de uma cadeia complementar a cada uma delas. Uma 
vez que, em cada nova cadeia, os nucleotideos sao unidos na 
sequencia especificada pelas regras de pareamento de bases 
descritas anteriormente, cada cadeia preexistente funciona 


5' 


3' 



FIGURA 8-14 Complementarida¬ 
de das cadeias na dupla-helice de 
DNA. As cadeias antiparalelas com¬ 
plementares do DNA seguem as regras 
propostas por Watson e Crick. As cadeias 
antiparalelas pareadas por bases sao di- 
ferentes na sua composiqao de bases: a 
cadeia da esquerda tern a composiqao 
A 3 T 2 G 1 C 3 ; a da direita, A 2 T 3 G 3 C 1 . Elas tam- 
bem se diferenciam na sequencia quando 
cada cadeia e lida na direqao 5' ^ 3'. Ob¬ 
serve as equivalencias de bases: A = T e 
G = C no duplex. 
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Cadeias 

filhas 


FIGURA 8-15 Replica^ao do DNA como sugerido por Watson e Cri¬ 
ck. As "cadeias nnae"ou preexistentes sao separadas e cada uma e o molde 
para a biossintese de uma "cadeia filha"complementar (em cor-de-rosa). 


0 DNA pode ocorrer em formas tridimensionais 
diferentes 

0 DNA e uma molecula extremamente flexivel. Rotagao 
consideravel e possivel em torno de varies tipos de ligagoes 
no esqueleto agucar-fosfato (fosfodesoxirribose) e flutua- 
gao termica pode produzir enovelamento, alongamento e 
desnaturagao (fusao) das cadeias. Muitas variagoes signifi- 
cativas da estrutura de DNA de Watson e Crick sao encon- 
tradas no DNA celular, algumas ou todas elas podem ser 
importantes no metabolismo de DNA. Essas variagoes es- 
truturais geralmente nao afetam as propriedades-chave do 
DNA descritas por Watson e Crick: complementaridade das 
cadeias, cadeias antiparalelas e a exigencia do pareamento 
A=T e G^C. 

Variagao estrutural no DNA reflete tres aspectos: as di¬ 
ferentes conformagoes possiveis da desoxirribose, a rotagao 
em torno das ligagoes contiguas que constituem o esqueleto 
de fosfodesoxirribose (Figura 8-16a) e a rotagao livre em 
torno da ligagao C-l'-W-glicosidica (Figura 8-16b). Devido 
a restrigoes estericas, as purinas nos nucleotideos puricos 
estao restritas a duas conformagoes estaveis com respeito a 
desoxirribose, denominadas syn e anti (Figura 8-16b). As 
pirimidinas geralmente estao restritas a conformagao anti, 
devido a interferencias estericas entre o agucar e o oxigenio 
da carbonila no C-2 da pirimidina. 


como molde para direcionar a sintese de uma cadeia comple- 
mentar (Figura 8-15). Essas suposigoes foram confirmadas 
experimentalmente, inaugurando uma revolugao da nossa 
compreensao da hereditariedade biologica. 

PROBLEMA RESOLVIDO 8-1 Pareamento de bases no DNA 


Em amostras de DNA isoladas de duas especies de bacte- 
rias nao identificadas, X e Y, adenina constitui 32 e 17%, 
respectivamente, do total de bases. Que proporgao relativa 
de adenina, guanina, timina e citosina voce esperaria en- 
contrar nas duas amostras de DNA? Que suposigoes voce 
fez? Uma dessas especies foi isolada de uma fonte de agua 
quente (64°C). Qual especie e a mais provavel de ser uma 
bacteria termofilica e por que? 

Solu^ao: Para qualquer dupla-helice de DNA, A = T e 
G = C. 0 DNA da especie X tern 32% de A e, portanto, deve 
center 32% de T. Isso totaliza 64% das bases e deixa 36% 
para pareamento G=C: 18% de G e 18% de C. A amostra 
da especie Y, com 17% de A, deve center 17% de T, totali- 
zando 34% dos pares de bases. Os 66% restantes de bases 
sao entao distribuidos igualmente assumindo que ambas as 
moleculas de DNA estao na forma de dupla-helice. 

Quanto maior o conteudo G + C da molecula de DNA, 
maior e a temperatura de fusao. A especie Y, como apresen- 
ta o DNA com o maior conteudo G + C (66%), e a bacteria 
termofilica mais provavel; sen DNA tern a maior tempera¬ 
tura de fusao e, portanto, e mais estavel na temperatura da 
fonte de agua quente. 





(b) 


FIGURA 8-16 Variagao estrutural no DNA. (a) A conformagao de urn nu- 

cleotideo no DNA e afetada pela rotagao de aproximadamente sete ligagoes 
diferentes. Seis dessas ligagoes giram livremente. Uma rotagao limitada da li¬ 
gagao 4 origina uma dobra no anel. Essa conformagao e endo ou exo, depen- 
dendo se o atomo encontra-se no mesmo lado do piano como C-5' ou no 
lado oposto (ver Figura 8-3b). (b) Para bases puricas nos nucleotideos, apenas 
duas conformagoes relacionadas as unidades de ribose ligadas sao permiti- 
das estericamente, anti ou syn. As pirimidinas ocorrem na conformagao anti. 
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A estrutura de Watson e Crick tambem e conhecida 
como forma B do DNA on B-DNA. A forma B e a estrutura 
mais estavel para uma molecula de DNA de sequencia alea- 
tdria sob condigoes fisiologicas, sendo, desta forma, o ponto 
de referenda padrao em qualquer estudo das propriedades 
do DNA. Duas variantes estruturais que tiveram suas estru- 
turas cristalograficas bem caracterizadas sao as formas A 
e Z. Essas tres conformagoes de DNA estao mostradas na 
Figura 8-17, com um resumo das suas propriedades. A for¬ 
ma A e favorecida em muitas solugoes que sao relativamen- 
te livres de agua. 0 DNA e ainda organizado na forma de 
dupla-helice a direita, mas a helice e mais larga e o numero 
de bases por volta helicoidal ell, em vez de 10,5 como no 
B-DNA. 0 piano dos pares de bases no A-DNA esta inclinado 
em cerca de 20° relative aos pares de bases do B-DNA, entao 
os pares de bases no A-DNA nao estao perfeitamente per- 
pendiculares ao eixo da helice. Essas mudangas estruturais 
aprofundam o sulco maior enquanto fazem o sulco menor 
mais superficial. Os reagentes usados para promover crista- 
lizagao de DNA tendem a desidrata-lo, e assim a maioria das 
moleculas de DNA pequenas tende a cristalizar na forma A. 

A forma Z do DNA e um afastamento mais radical da 
estrutura B; a diferenga mais obvia e a rotagao helicoidal a 
esquerda. Nessa forma sao encontrados 12 pares de bases 
por volta helicoidal, e a estrutura aparece mais delgada e 
alongada. 0 esqueleto de DNA adquire uma aparencia de 
ziguezague. Certas sequencias nucleotidicas dobram em 
helices Z a esquerda muito mais facilmente que outras. 
Exemplos eminentes sao sequencias em que pirimidinas 


alternam com purinas, especialmente alternando residuos 
de C e G ou 5-metil-C e G. Para formar a helice a esquerda 
no Z-DNA, os residuos puricos mudam para a conformagao 
syn, alternando com pirimidinas na conformagao anti. 0 
sulco maior e pouco aparente no Z-DNA, e o o sulco menor 
e estreito e profundo. 

A ocorrencia do A-DNA em celulas e duvidosa, mas exis- 
tem evidencias para algumas pequenas extensoes (trechos) 
do Z-DNA em bacterias e em eucariotos. Esses trechos de 
Z-DNA podem ter um papel (ate agora nao definido) na re- 
gulagao da expressao de alguns genes ou em recombinagao 
genetica. 

Certas sequencias de DNA adotam estruturas incomuns 

Outras variagoes estruturais dependentes de sequencia en- 
contradas em cromossomos grandes podem afetar a fungao 
e o metabolismo dos segmentos de DNA em suas adjacen- 
cias. Por exemplo, ocorrem curvaturas na helice de DNA 
sempre que quatro ou mais residuos de adenosina apare- 
cem sucessivamente em uma cadeia. Seis adenosinas, uma 
apos a outra, produzem uma curvatura de cerca de 18°. A 
curvatura observada nessa e em outras sequencias pode ser 
importante na ligagao de algumas protemas ao DNA. 

Um tipo de sequencia de DNA bem comum e um pa- 
Imdromo. Um palmdromo e uma palavra ou frase escrita 
de forma identica se for lida da esquerda para a direita ou 
vice-versa; dois exemplos sao OMISSISSIMO e LUZ AZUL. 
0 termo e aplicado a regioes de DNA com repetigoes 
invertidas de sequencias de bases tendo simetria dupla 



Forma A Forma B Forma Z 


FIGURA 8-17 Compara^ao das formas A, BeZdo DNA. Cada estrutura 
mostrada aqui tern 36 pares de bases. As riboses e as bases estao em amare- 
lo. 0 esqueleto fosfodiester esta representado como uma corda azul. Azul e a 
cor usada para representar cadeias de DNA nos capitulos seguintes. A tabela 
resume algumas propriedades das tres formas do DNA. 
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FIGURA 8-18 Palmdromos e repeti^des de imagem especular. Palin- 
dromos sao sequencias de acidos nucleicos de fita dupla com simetria dupla. 
A fim de sobrepor uma repetiqao (sequencia sombreada) na outra, ela deve 
ser girada 180° em torno do eixo horizontal e entao 180° em torno do eixo 
vertical, como mostrado pelas setas coloridas. Uma repetiqao de imagem es¬ 
pecular, por outro lado, tern uma sequencia simetrica dentro de cada cadeia. 
Sobrepor uma repetiqao na outra requer apenas uma unica rotaqao de 180° 
em torno do eixo vertical. 


nas duas cadeias de DNA (Figura 8-18). Tais sequencias 
sao autocomplementares dentro de cada cadeia e, conse- 
quentemente, tern potencial para formar estruturas cru- 
ciformes (em formato de cruz) on em grampo (Figura 
8-19). Quando a repetigao invertida ocorre dentro de 
cada cadeia individual de DNA, a sequencia e denominada 
repetigao de imagem especular. As repetigoes de ima¬ 
gem especular nao tern sequencias complementares den¬ 
tro da mesma cadeia e nao formam grampos ou estruturas 
cruciformes. Sequencias desses tipos sao encontradas 
em praticamente cada grande molecula de DNA e podem 
abranger poucos pares de bases ou milhares. 0 numero 
de palmdromos que ocorrem como cruciformes em celu- 
las nao e conhecido, embora algumas estruturas crucifor¬ 
mes tenham sido demonstradas in vivo em Escherichia 
coli. As sequencias autocomplementares produzem eno- 
velamentos de cadeias simples de DNA (ou RNA) isoladas 
em solugao para se dobrar em estruturas complexas con- 
tendo multiples grampos. 

Algumas estruturas de DNA incomuns envolvem tres ou 
ate mesmo quatro cadeias de DNA. Os nucleotideos parti- 
cipantes de um par de bases do tipo Watson-Crick (Figu¬ 
ra 8-11) podem formar ligagoes de hidrogenio adicionais, 
especialmente com grupos funcionais ancorados no sulco 
maior. Por exemplo, um residue de citidina (se protonado) 
pode parear com o residue de guanina de um par nucleoti- 
dico G=C (Figura 8-20); uma timidina pode parear com a 
adenosina de um par A=T. 0 N-7, o O® e o das purinas, 
os atomos que participam na ligagao de hidrogenio do tri¬ 
plex de DNA frequentemente sao denominados posigoes 
de Hoogsteen, e o pareamento do tipo nao Watson-Crick 
e chamado de pareamento de Hoogsteen, em homena- 
gem a Karst Hoogsteen, que em 1963 reconheceu pela pri- 
meira vez o potencial desses pareamentos incomuns. 0 pa¬ 
reamento de Hoogsteen permite a formagao de triplex de 
DNA. Os triplex mostrados na Figura 8-20 (a, b) sao mais 
estaveis em pH baixo porque o trio C=G • requer uma 
citosina protonada. No triplex, o pA^ dessa citosina e > 7,5, 
diferente do seu valor normal de 4,2. Os triplex tambem se 
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FIGURA 8-19 Grampos e estruturas cruciformes. Sequencias de DNA 
(ou RNA) palindromicas podem formar estruturas alternativas com parea¬ 
mento de bases intracadeia. (a) Quando somente uma unica cadeia de DNA 
(ou RNA) esta envolvida, a estrutura e chamada de grampo. (b) Quando am- 
bas as cadeias do duplex de DNA estao envolvidas, a estrutura e denomina¬ 
da cruciforme. 0 sombreamento azulado realqa sequencias assimetricas que 
podem parear com sequencias complementares tanto na mesma cadeia 
quanto na cadeia complementar. 


formam mais facilmente em sequencias longas contendo 
somente pirimidinas ou somente purinas em uma dada ca¬ 
deia. Alguns triplex de DNA contem duas cadeias puricas e 
uma cadeia pirimidica; outros contem duas cadeias puricas 
e uma cadeia pirimidica. 

Quatro cadeias de DNA tambem podem parear para for¬ 
mar um tetraplex (quadruplex), mas isso ocorre facilmente 
apenas para sequencias de DNA com uma proporgao muito 
alta de residues de guanosina (Figura 8-20c, d). 0 tetraplex 
da guanosina, ou tetraplex G, e bastante estavel em uma 
faixa ampla de condigoes. A orientagao das cadeias em um 
tetraplex pode variar como mostrado na Figura 8-2Oe. 

No DNA de celulas vivas, sitios reconhecidos por mui- 
tas proteinas ligantes de DNA em sequencias especificas 
(Capitulo 28) estao organizados como palindromes, e se¬ 
quencias polipirimidicas ou polipuricas que podem formar 
helices triplas sao encontradas dentro de regioes envoM- 
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(b) 


(a) 



Tetraplex de guanosina 

(c) 



FIGURA 8-20 Estruturas de DNA contendo tres ou quatro cadeias de 
DNA. (a) Padroes de pareamento de bases em uma forma bem caracteri- 
zada de triplex de DNA. 0 par de Hoogsteen em cada caso e mostrado em 
vermelho. (b) DNA helicoidal triple contendo duas cadeias pirimidicas (ver- 
melho e branco; sequenciaTTCCT) e uma cadeia purica (azul; sequencia AA- 
GGAA) (derivado do PDB ID 1 BCE). As cadeias em azul e em branco sao anti- 
paralelas e pareadas pelo padrao normal de pareamento de Watson-Crick. A 
terceira cadeia (toda pirimidica) (vermelho) e paralela a cadeia purica e pare- 
ada por meio de ligaqoes de hidrogenio do tipo nao Watson-Crick. 0 triplex 
e visto lateralmente, mostrando seis tripletes. (c) Padrao do pareamento de 
bases na estrutura tetraplex da guanosina. (d) Quatro tetrapletes sucessivos 
de uma estrutura tetraplex G (PDB ID 244D). (e) Possiveis variantes na orien- 
taqao das cadeias em urn tetraplex G. 



das na regulagao de expressao de alguns genes eucario- 
ticos. A principio, cadeias de DNA sinteticas desenhadas 
para parear com essas sequencias para formar triplex de 
DNA podem interromper a expressao genica. Essa aborda- 
gem para controlar o metabolismo celular e de interesse 
comercial pela sua potencial aplicagao na medicina e na 
agricultura. 

RNAs mensageiros codificam para cadeias polipeptidicas 

Agora o foco sera a expressao da informagao genetica que 
o DNA contem. 0 RNA, a segunda maior forma de acidos 
nucleicos nas celulas, tern muitas fungoes. Na expressao 
genica, o RNA atua como intermediario pelo uso da infor- 
magao codificada no DNA para especificar a sequencia de 
aminoacidos da proteina funcional. 


Uma vez que o DNA de eucariotos e basicamente con- 
finado no nucleo, enquanto a sintese proteica ocorre nos 
ribossomos no citoplasma, alguma outra molecula que nao 
o DNA deve carregar a mensagem genetica do nucleo para 
o citoplasma. Ja por volta da decada de 1950, o RNA foi 
considerado o candidate logico: o RNA e encontrado tanto 
no nucleo quanto no citoplasma e um aumento na sintese 
proteica e acompanhado por um aumento na quantidade de 
RNA citoplasmico e um aumento da sua taxa de renovagao. 
Essas e outras observagoes levaram varies pesquisadores a 
sugerir que o RNA carrega a informagao genetica do DNA 
para a maquinaria biossintetica proteica do ribossomo. Em 
1961, Frangois Jacob e Jacques Monod apresentaram uma 
descrigao consistente (e essencialmente correta) de muitos 
aspectos desse processo. Eles propuseram o nome “RNA 
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(b) Policistrdnico 

FIGURA 8-21 mRNA bacteriano. Diagrama esquematico mostrando 
mRNA (a) monocistronico e (b) policistrdnico de bacterias. Segmentos em 
vermelho representam RNA que codifica para urn produto genico; segmen¬ 
tos em cinza representam RNA nao codificante. No transcrito policistrdnico, 
o RNA nao codificante separa os tres genes. 

mensageiro” (mRNA) para aquela porgao do RNA celular 
total que carrega a informagao genetica do DNA para os ri- 
bossomos, onde os mensageiros fornecem os moldes que 
especificam as sequencias de aminoacidos nas cadeias poli- 
peptidicas. Embora os mRNAs de diferentes genes possam 
variar muito em tamanho, os mRNAs de um gene em par¬ 
ticular geralmente tern um tamanho definido. 0 processo 
de formagao de um mRNA a partir de um molde de DNA e 
conhecido como transcrigao. 

Em bacterias e arquibacterias, uma unica molecula de 
mRNA pode codificar para uma on varias cadeias polipep- 
tidicas. Se ela carrega o codigo para somente um polipepti- 
deo, o mRNA e monocistrdnico; se ela codifica para dois 
on mais polipeptideos diferentes, o mRNA e policistroni- 
co. Em eucariotos, a maioria dos mRNAs e monocistronica. 
(Para a finalidade dessa discussao, “cistron” refere-se a um 
gene. 0 termo por si so tern raizes historicas na ciencia da 
genetica e sua definigao genetica formal vai alem do escopo 
deste texto.) 0 comprimento minimo de um mRNA e deter- 
minado pelo comprimento da cadeia polipeptidica para a 
qual ele codifica. Por exemplo, uma cadeia polipeptidica de 
100 residues de aminoacidos requer uma sequencia codifi¬ 
cante de RNA de pelo menos 300 nucleotideos, porque cada 
aminoacido e codificado por um grupo de tres nucleotideos 
(este e outros detalhes de sintese proteica serao discutidos 
no Capitulo 27). Entretanto, mRNAs transcritos a partir de 
DNA sao sempre um pouco mais longos que o comprimen¬ 
to necessario para a codificagao simples de uma sequencia 
(on sequencias) polipeptidica. A porgao adicional nao codi¬ 
ficante do RNA inclui sequencias que regulam a sintese pro¬ 
teica. A Figura 8-21 resume a estrutura geral de mRNAs 
bacterianos. 

Muitos RNAs tern estruturas tridimensionais 
mais complexas 

0 RNA mensageiro e somente uma de varias classes de RNA 
celular. RNAs transportadores sao moleculas adaptadoras 
na sintese proteica; ligadas covalentemente a um amino¬ 
acido em uma extremidade, elas pareiam com um mRNA 
de forma que os aminoacidos sao unidos a um polipepti- 
deo crescente na sequencia correta. RNAs ribossomicos sao 
componentes dos ribossomos. Existe tambem uma gran¬ 
de variedade de RNA de fungao especial, incluindo alguns 
(chamados ribozimas) que tern atividade enzimatica. Todos 
os RNAs serao considerados detalhadamente no Capitulo 
26. As fungoes diversas e muitas vezes complexas desses 


RNAs refletem a diversidade de uma estrutura muito mais 
rica do que a observada em moleculas de DNA. 

0 produto de transcrigao do DNA e sempre RNA de fita 
simples. A cadeia simples tende a assumir a conformagao 
helicoidal a direita dominada por interagoes de empilha- 
mento de bases (Figura 8-22), as quais sao mais fortes en- 
tre duas purinas do que entre uma purina e uma pirimidina 
on entre duas pirimidinas. A interagao purina-purina e tao 
forte que uma pirimidina separando duas purinas e muitas 
vezes deslocada do padrao de empilhamento, de forma que 
as purinas possam interagir. Qualquer sequencia autocom- 
plementar na molecula produz estruturas mais complexas. 
0 RNA pode fazer pareamento de bases com regioes com- 
plementares de RNA on de DNA. 0 pareamento de bases e 
igual ao padrao para DNA: G pareia com C e A pareia com 
U (on com o ocasional residuo de T em alguns RNA). Uma 
diferenga e que o pareamento de bases entre residues de 
G e U - incomum no DNA - e permitido no RNA (ver Figu¬ 
ra 8-24), quando sequencias complementares nas duas ca¬ 
deias simples de RNA pareiam uma com a outra. As cadeias 
pareadas no RNA on nos duplex RNA-DNA sao antiparale- 
las, como no DNA. 

Quando duas cadeiras de RNA com sequencias perfei- 
tamente complementares estao pareadas, a estrutura pre- 
dominante de cadeia dupla e uma dupla-helice de forma A 
a direita. As estruturas tridimensionais de muitos RNAs, 
como aquelas das proteinas, sao complexas e unicas. Inte¬ 
ragoes fracas, especialmente interagoes de empilhamento, 
ajudam a estabilizar as estruturas de RNA, assim como elas 
fazem no DNA. Helices na forma Z foram feitas em labora- 
torio (sob condigoes de alta salinidade e alta temperatura). 
A forma B do RNA ainda nao foi observada. Quebras na he- 
lice normal de forma A causadas pelo pareamento incorreto 


FIGURA 8-22 Padrao tipico de empilhamento a direita de RNA de 
fita simples. As bases estao mostradas em amarelo, os atomos de fosfato 
em cor de laranja e as riboses e os oxigenios dos fosfatos em verde. Verde e 
usado para representar cadeias de RNA nos capitulos seguintes, assim como 
azul e usado para o DNA. 
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ou nao pareamento de bases em uma ou ambas as cadeias 
sao comuns e resultam em protuberancias ou algas inter- 
nas (Figura 8-23). Algas do tipo grampos formam-se entre 
sequencias autocomplementares (palindromicas) vizinhas. 
0 potencial para estruturas helicoidais de pareamento de 
bases em muitos RNAs e muito grande (Figura 8-24) e os 
grampos resultantes sao o tipo mais comum de estrutura 
secundaria no RNA. Sequencias de bases especificas pe- 
quenas (assim como UUCG) sao muitas vezes encontradas 
no final de grampos de RNA e sao conhecidas por formarem 
algas particularmente firmes e estaveis. Tais sequencias po- 
dem agir como pontos de partida para o enovelamento de 
uma molecula de RNA na sua estrutura tridimensional exa- 
ta. Outras contribuigoes sao feitas pelas ligagoes de hidro- 
genio que nao fazem parte do pareamento de bases padrao 
do tipo Watson-Crick. Por exemplo, o grupo 2'-hidroxila 
da ribose pode formar ligagoes de hidrogenio com outros 
grupos. Algumas dessas propriedades sao evidentes na es¬ 
trutura do RNA transportador de fenilalanina de levedura 
- o tRNA responsavel pela insergao de residues de Phe nos 
polipeptideos - e em duas enzimas de RNA, ou ribozimas, 
cujas fungoes, assim como das enzimas proteicas, depen- 
dem das suas estruturas tridimensionais (Figura 8-25). 


Grampo 



Dupla-helice em forma de grampo 

(b) 


FIGURA 8-23 Estrutura secundaria de RNA. (a) Protuberancia, alga in¬ 
terna e grampo. (b) As regioes pareadas geralmente tern uma helice direita 
na forma A, como mostrado no grampo (derivado do PDB ID IGID). 


FIGURA 8-24 Estruturas helicoidais de pareamento de bases no 
RNA. A possivel estrutura secundaria do componente RNA Ml da enzima 
RNase P de E. coli, com muitos grampos, esta mostrada aqui. A RNase P, a 
qual tambem contem urn componente proteico (nao mostrado), funciona 
no processamento dos RNAs transportadores (ver Figura 26-26). Os dois col- 
chetes indicam sequencias complementares adicionais que podem estar 
pareadas na estrutura tridimensional. Os pontos azuis indicam pares de ba¬ 
ses G=U do tipo nao Watson-Crick (insergao no quadro). Observe que pares 
de bases G=U sao permitidos somente quando cadeias pre-sintetizadas de 
RNA se dobram ou se anelam umas com as outras. Nao ha RNA-polimerases 
(as enzimas que sintetizam RNA a partir de um molde de DNA) para inserir 
uma U tendo como molde uma G, ou vice-versa, durante a sintese de RNA. 
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FIGURA 8-25 Estrutura tridimensional do RNA. (a) Estrutura tridimen¬ 
sional dotRNA defenilalanina em levedura (PDB ID ITRA). Alguns padroes de 
pareamento de bases incomuns encontrados neste tRNA estao mostrados. 
Observe tambem o envolvimento do oxigenio de uma ligapao fosfodiester 
da ribose em um arranjo de ligapao de hidrogenio e um grupo 2'-hidroxila 
da ribose em outro (ambos em vermelho). (b) Ribozima cabepa-de-martelo 
(denominada desta forma devido a estrutura secundaria no sitio ativo que 
parece a cabepa de um martelo), obtida de certos virus de plantas (obtida 


de PDB ID 1MME). Ribozimas, ou enzimas de RNA, catalisam uma variedade 
de reapoes, principalmente do metabolismo de RNA e na sintese proteica. As 
estruturas tridimensionais complexas desses RNAs refletem a complexidade 
inerente na catalise, como descrito para enzimas proteicas no Capitulo 6. (c) 
Segmento de mRNA conhecido como intron, de um protozoario ciliado Te- 
trohymeno thermophilo (obtido do PDB ID 1GRZ). Esse intron (uma ribozima) 
catalisa sua propria excisao do meio dos exons em uma cadeia de mRNA 
(discutido no Capitulo 26). 


A analise da estrutura do RNA e a relagao entre estrutura 
e fungao compoem um campo emergente de pesquisa com 
muitas das mesmas complexidades da analise de estrutura 
proteica. A importancia da compreensao da estrutura do 
RNA cresce a medida que surgem mais informagoes sobre o 
grande numero de papeis funcionais das moleculas de RNA. 

RESUMO 8.2 Estrutura dos acidos nucleicos 

► Muitas linhas de evidencia demonstram que o DNA car- 
rega a informagao genetica. Alguns dos primeiros indi- 


cios vieram do experimento de Avery-MacLeod-McCarty, 
o qual demonstrou que o DNA isolado de uma linhagem 
bacteriana pode entrar em celulas de outra linhagem e 
transforma-las, dotando-as com algumas caracteristi- 
cas hereditarias do doador. 0 experimento de Hershey- 
-Chase demonstrou que o DNA de um virus bacteriano, 
mas nao a sua cobertura proteica, carrega a mensagem 
genetica para a replicagao do virus na celula hospedeira. 

► Reunindo todas as informagoes, Watson e Crick postu- 
laram que o DNA native e constituido por duas cadeias 
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antiparalelas em uma organizagao de dupla-helice com 
orientagao a direita. Pares de bases complementares, 
A=T e G=C, sao formados por ligagoes de hidroge- 
nio dentro da helice. Os pares de bases sao empilhados 
perpendicularmente ao longo do eixo da dupla-helice, 
a uma distancia de 3,4 A, com 10,5 pares de bases por 
volta. 

► 0 DNA pode existir em varias formas estruturais. Duas 
variagoes da forma de Watson-Crick, ou B-DNA, sao 
A-DNA e Z-DNA. Algumas variagoes estruturais de- 
pendentes de sequencia causam enovelamentos na 
molecula de DNA. As cadeias de DNA com sequencias 
especificas podem formar grampos ou estruturas cruci- 
formes ou triplex de DNA ou tetraplex de DNA. 

► 0 RNA mensageiro transfere a informagao genetica do 
DNA para os ribossomos para a sintese proteica. 0 RNA 
transportador e o RNA ribossomico tambem estao en- 
volvidos na sintese proteica. 0 RNA pode ser comple- 
xo estruturalmente; cadeias simples de RNA podem se 
dobrar em grampos, regioes de cadeia dupla ou algas 
complexas. 


8.3 Qui'mka dos acidos nuclekos 

0 papel do DNA como repositorio da informagao gene¬ 
tica depende em parte da sua estabilidade inerente. As 
transformagoes quimicas que ocorrem geralmente sao 
muito lentas na ausencia de um catalisador enzimatico. 
Entretanto, o armazenamento de longo prazo da informa¬ 
gao inalterada e tao importante para a celula que mesmo 
reagoes muito lentas que alteram a estrutura do DNA po¬ 
dem ser fisiologicamente significativas. Processes como 
carcinogenese e envelhecimento podem estar intimamen- 
te ligados ao acumulo lento e irreversivel de alteragoes 
no DNA. Outras alteragoes, nao destrutivas, tambem 
ocorrem e sao essenciais para a fungao, como a separa- 
gao das cadeias que deve preceder a replicagao do DNA 
ou a transcrigao. Alem de proporcionar maior compreen- 
sao dos processes fisiologicos, nosso conhecimento da 
quimica dos acidos nucleicos nos concedeu um conjunto 
poderoso de tecnologias que tern aplicagoes em biologia 
molecular, na medicina e na ciencia forense. Agora serao 
examinadas as propriedades quimicas do DNA e algumas 
dessas tecnologias. 

DNA e RNA duplas-helices podem ser desnaturados 

Solugoes de DNA native isolado cuidadosamente podem 
ser muito viscosas em pH 7,0 e em temperatura ambiente 
(25°C). Quando essa solugao e submetida a valores de pH 
extremes ou a temperaturas acima de 80°C, sua viscosidade 
diminui drasticamente, indicando que o DNA sofreu uma 
mudanga fisica. Da mesma forma que calor e valores de pH 
extremes desnaturam proteinas globulares, eles tambem 
causam desnaturagao, ou fusao, da dupla-helice do DNA. 
Rompimento das ligagoes de hidrogenio entre pares de 
bases e de bases empilhadas causam desenrolamento da 
dupla-helice para formar duas cadeias simples, completa- 
mente separadas uma da outra pela molecula inteira ou de 


parte da molecula (desnaturagao parcial). Nenhuma ligagao 
covalente no DNA e rompida (Figura 8-26). 

A renaturagao da molecula do DNA e um processo ra- 
pido de uma etapa, contanto que um segmento helicoidal 
duplo de pouco mais de uma duzia de residues ainda man- 
tenha as duas cadeias unidas. Quando a temperatura ou 
o pH retornam para a faixa em que a maioria dos organis- 
mos vivem, os segmentos desenrolados das duas cadeias 
espontaneamente se enrolam, ou pareiam, para produzir 
o duplex intacto (Figura 8-26). Entretanto, se as duas ca¬ 
deias sao separadas completamente, a renaturagao ocor- 
re em duas etapas. Na primeira, relativamente lenta, as 
duas cadeias “acham” uma a outra por colisoes aleatorias 
e formam um segmento pequeno de dupla-helice comple- 
mentar. A segunda etapa e muito mais rapida: as bases nao 
pareadas remanescentes vem sucessivamente se apresen- 
tando como pares de bases, e as duas cadeias se unem, 
como se fosse o fechamento de um ziper, para formar a 
dupla-helice. 

A estreita interagao entre bases empilhadas nos acidos 
nucleicos tern o efeito de diminuir sua absorgao em luz UV 
em comparagao com a da solugao com a mesma concen- 
tragao de nucleotideos livres, e a absorgao diminui ain¬ 
da mais quando duas cadeias complementares de acidos 
nucleicos estao pareadas. Isso e chamado de efeito hipo- 
cromico. A desnaturagao de um acido nucleico de cadeia 
dupla produz o resultado oposto: aumento na absorgao de- 



DNA de dupla-helice 



DNA parcialmente desnaturado 
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das cadeias 



Cadeias de DNA separadas 
em espirais aleatorias 



FIGURA 8-26 Desnaturagao reversivel e anelamento (renaturagao) 
do DNA. 
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nominado efeito hipercromico. A transigao entre DNA de 
cadeia dupla e a forma desnaturada de cadeia unica pode 
ser entao detectada pelo monitoramento da absorgao de 
luz UV a 260 nm. 

Moleculas de DNA bacteriano ou viral em solugao des- 
naturam quando sao aquecidas vagarosamente (Figura 
8-27). Cada especie de DNA apresenta uma temperatura 
de desnaturagao caracteristica, ou ponto de fusao for- 
malmente, a temperatura na qual a metade do DNA esta 
presente na forma de cadeias unicas separadas): quanto 
maior o seu conteudo de pares de bases G=C, mais alto 
o ponto de fusao deste DNA. Isso e devido ao fato de o 
pareamento de bases G^C, com tres ligagoes de hidro- 
genio, necessitar de mais calor para se dissociar do que o 
pareamento de bases A=T. Portanto, o ponto de fusao da 
molecula de DNA, determinada sob condigoes fixas de pH 
e forga ionica, pode produzir uma estimativa da sua com- 
posigao de bases. Se as condigoes desnaturantes forem 
controladas cuidadosamente, regioes que sao ricas em pa- 
reamentos de bases A=T serao especificamente desnatu- 
radas, enquanto a maior parte do DNA permanece como 
cadeia dupla. Essas regioes desnaturadas (denominadas 
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FIGURA 8-27 Desnaturagao do DNA pelo calor. (a) As curvasde desna¬ 
turagao, ou fusao, de duas amostras de DNA. A temperatura no ponto medio 
da transigao (fj e o ponto de fusao, que depende do pH, da forga ionica e 
do tamanho e da composigao de bases do DNA. (b) Relagao entre t^e o 
conteudo G + C do DNA. 



FIGURA 8-28 DNA parcialmente desnaturado. Este DNA foi parcial- 
mente desnaturado, sendo entao fixado para evitar renaturagao durante o 
prepare da amostra. 0 metodo do sombreamento utilizado para visualizar 
o DNA nesta micrografia eletronica aumenta seu diametro em aproximada- 
mente cinco vezes e suprime a maioria dos detalhes da helice. Entretanto, 
medidas de comprimento podem ser obtidas, e regioes de fita simples sao 
facilmente distinguiveis de regioes de fita dupla. As setas apontam para al- 
gumas bolhas de fita simples onde a desnaturagao ocorreu. As regioes que 
desnaturam sao altamente reproduziveis e sao ricas em pareamentos de 
bases A=T. 

bolhas) podem ser visualizadas em microscopia eletronica 
(Figura 8-28). Observe que, na separagao das cadeias do 
DNA que ocorre in vivo durante processes como replica- 
gao de DNA e transcrigao, os sitios onde esses processes 
iniciam sao muitas vezes ricos em pares de bases A=T, 
como sera visto a seguir. 

Os duplex de duas cadeias de RNA ou uma cadeia de 
RNA e uma cadeia de DNA (hibrido RNA-DNA) tambem 
podem ser desnaturados. Especialmente, os duplex de RNA 
sao mais estaveis que duplex de DNA. Em pH neutro, a des¬ 
naturagao de RNA de cadeia dupla muitas vezes necessita 
de temperaturas de 20°C ou mais altas do que as tempe- 
raturas necessarias para a desnaturagao de uma molecula 
de DNA com sequencia semelhante. A estabilidade de um 
hibrido RNA-DNA geralmente e intermediaria entre a do 
RNA e a do DNA. As bases fisicas para essas diferengas em 
estabilidade termica sao desconhecidas. 

Acidos nucleicos de especies diferentes podem 
formar hibridos 

A capacidade de duas cadeias de DNA parearem uma com 
a outra pode ser usada para identificar sequencias de DNA 
semelhantes em duas especies distintas ou no genoma de 
uma mesma especie. Se os duplex de DNA isolados de celu- 
las humanas e de celulas murinas sao completamente des¬ 
naturados por aquecimento, sendo entao misturados e man- 
tidos em temperaturas em torno de 25°C abaixo do seu 
por muitas horas, grande quantidade do DNA ira se parear. 
A taxa de pareamento do DNA e afetada pela temperatura, 
pelo comprimento e pela concentragao dos fragmentos de 
DNA a serem pareados, pela concentragao de sais na mistu- 
ra de reagao e pelas propriedades da sua propria sequencia 
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(isto e, complexidade e conteudo G=C). A temperatura e 
especialmente importante. Se for muito baixa, sequencias 
curtas de moleculas de DNA com semelhangas coincidentes 
em partes distantes e heterologas irao se parear improdu- 
tivamente e interferir com o alinhamento geral de cadeias 
complementares de DNA. Temperaturas muito altas irao fa- 
vorecer a desnaturagao. A maioria do reanelamento ocorre 
entre cadeias complementares de DNA murino para formar 
duplex de DNA murino; do mesmo modo, a maioria das ca¬ 
deias de DNA humano pareia com cadeias complementares 
de DNA humano. Entretanto, algumas cadeias de DNA mu¬ 
rino irao se associar com cadeias de DNA humano para dar 
origem a duplex hibridos, nos quais segmentos de cadeia 
de DNA murino formam regioes de pareamento de bases 
com segmentos de cadeia de DNA humano (Figura 8-29). 
Isso reflete uma heranga evolutiva comum; organismos dife- 
rentes em geral tern muitas proteinas e RNAs com fungoes 
semelhantes e, frequentemente, estruturas semelhantes. 
Em muitos casos, os DNAs que codificam essas proteinas e 
RNAs tern sequencias semelhantes. Quanto mais proxima a 
relagao evolutiva entre duas especies, mais facilmente sens 
DNAs irao hibridizar. For exemplo, DNA humano hibridiza 
muito mais facilmente com DNA murino do que com DNA 
de levedura. 

A hibridizagao de cadeias de DNA de fontes distintas 
constitui o principio basico para um poderoso conjunto de 
metodologias essenciais para a pratica moderna de gene- 
tica molecular. Uma sequencia de DNA especifica ou um 
gene pode ser identificado na presenga de muitas outras 



Mistura 
e resfria 






Duplex 
hibrido 
Duplex da 
amostra 1 
Duplex da 
amostra 2 


FIGURA 8-29 Hibridizagao do DNA. Duas amostras de DNA, para serem 
comparadas, sao completamente desnaturadas pelo calor. Quando as duas 
solupoes sao misturadas e resfriadas lentamente, as cadeias de DNA de cada 
amostra irao se associar com seus parceiros complementares normais e se 
anelar para formar duplex. Se dois DNA tern semelhanpa de sequencia signi- 
ficativa, eles tambem tendem a formar duplex parciais ou hibridos um com 
o outro: quanto maior a semelhanpa de sequencia entre dois DNAs, maior 
o numero de hibridos formados. A formapao de hibridos pode ser medida 
de varias maneiras. Um dos DNAs geralmente e marcado com um isotopo 
radioativo para simplificar sua detecpao e as medidas. 


sequencias, se ja existir uma cadeia de DNA complemen- 
tar (geralmente marcada de alguma forma) adequada para 
hibridizar com ela (Capitulo 9). 0 DNA complementar 
pode ser de uma especie diferente ou da mesma especie, 
ou pode ser sintetizado quimicamente no laboratorio usan- 
do tecnicas descritas a seguir neste capitulo. Tecnicas de 
hibridizagao podem ser adaptadas para detectar um RNA 
em vez de um DNA. 0 isolamento e a identificagao de ge¬ 
nes especificos e RNA se baseiam nessas tecnicas de hi¬ 
bridizagao. Aplicagoes dessa tecnologia tornam possivel a 
identificagao de um individuo com base em um unico fio 
de cabelo deixado na cena de um crime ou a predigao do 
inicio de uma doenga decadas antes do aparecimento dos 
sintomas (ver Quadro 9-1). 


Nucleoti'deos e acidos nucleicos sofrem transforma^es 
nao enzimaticas 


Purinas e pirimidinas, juntamente com os nucleoti- 
deos dos quais elas sao parte, sofrem alteragoes es- 
pontaneas na sua estrutura covalente. 0 indice dessas rea- 
goes em geral e muito lento, mas essas reagoes sao 
fisiologicamente significativas devido a tolerancia muito 
baixa da celula para alteragoes em sua informagao geneti- 
ca. Alteragoes na estrutura do DNA que produzem mudan- 
gas permanentes na informagao genetica codificadas pelo 
DNA sao chamadas de mutagdes, e muitas evidencias su- 
gerem uma ligagao estreita entre o acumulo de mutagoes 
em um organismo individual e os processos de envelheci- 
mento e carcinogenese. 

Varias bases nucleotidicas sofrem perda espontanea de 
seus grupamentos amino exociclicos (desaminagao) (Fi¬ 
gura 8-30a). Por exemplo, em condigoes celulares tipicas, 
a desaminagao da citosina (no DNA) a uracila ocorre em 
aproximadamente um em cada 10^ residues de citidina em 
24 horas. Isso corresponde a cerca de 100 eventos esponta- 
neos por dia, em media, em uma celula de mamifero. A de¬ 
saminagao de adenina e guanina ocorre em taxas de cerca 
de 1/100. 


A reagao lenta de desaminagao da citosina parece ino- 
cua o suficiente, mas e quase seguramente a razao pela 
qual o DNA contem timina em vez de uracila. 0 produto 
da desaminagao da citosina (uracila) e rapidamente re- 
conhecido como estranho no DNA, sendo removido pelo 
sistema de reparo (Capitulo 25). Se o DNA normalmente 
tivesse uracila, o reconhecimento de uracilas resultantes 
da desaminagao da citosina seria mais dificil, e uracilas 
nao reparadas conduziriam a mudangas permanentes na 
sequencia, fazendo o pareamento com adeninas durante a 
replicagao. A desaminagao de citosina gradualmente con- 
duziria a uma diminuigao nos pares de bases G=C e a um 
aumento nos pares de bases A=U no DNA de todas as 
celulas. Atraves dos milenios, a desaminagao de citosina 
poderia eliminar pares de bases G^C e o codigo genetico 
que depende desses pares de bases. 0 estabelecimento 
da timina como uma das quatro bases no DNA pode ter 
sido um dos pontos cruciais de reviravolta na evolugao, 
tornando possivel o armazenamento de longo prazo da in¬ 
formagao genetica. 
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FIGURA 8-30 Algumas reaves nao enzimaticas bem caracterizadas 
dos nucleotideos. (a) Reagoes de desaminagao. Apenas a base esta mos- 
trada. (b) Depurinapao, em que uma purina e perdida pela hidrolise da liga- 
qao A/-jS-glicosidica. A perda de pirimidinas ocorre por meio de uma reapao 
semelhante, mas muito mais lentamente. A lesao resultante, com a deso- 
xirribose presente e a base ausente, e chamada de sitio abasico ou sitio AP 
(sitio apurinico ou, raramente, apirimidinico). A desoxirribose remanescente 
apos a depurinapao e rapidamente convertida de jS-furanose para a forma 
aldeidica (ver Figura 8-3), desestabilizando ainda mais o DNA nessa posipao. 
Reapoes nao enzimaticas adicionais estao ilustradas nas Figuras 8-31 e 8-32. 


Outra reagao importante nos desoxirribonucleotideos e 
a hidrolise da ligagao Af-/3-glicosidica entre a base e a pento¬ 
se, para criar uma lesao no DNA chamada de sitio AP (apu- 
rinico, apirimidinico) ou sitio abasico (Figura 8-30b). Isso 
ocorre a uma taxa maior para purinas do que para pirimidi¬ 
nas. Cerca de uma em cada 10^ purinas (10.000 por celula 
de mamiferos) e perdida do DNA a cada 24 horas em con- 
digoes celulares tipicas. A depurinagao de ribonucleotideos 
e do RNA e muito mais lenta e, em geral, nao e considerada 
fisiologicamente significativa. No tubo de ensaio, a perda 
de purinas pode ser acelerada por acido diluido. Incubagao 
de DNA em pH 3 causa remogao seletiva de bases puricas, 
resultando no derivado denominado acido apurinico. 

Outras reagoes sao promovidas pela radiagao. A luz UV 
induz a condensagao de dois grupos etilenos para formar 
um anel ciclobutano. Na celula, a mesma reagao entre bases 
pirimidicas adjacentes nos acidos nucleicos forma dimeros 
pirimidicos ciclobutanos. Isso ocorre mais frequentemente 
entre residues de timina adjacentes na mesma helice de 
DNA (Figura 8-31). Um segundo tipo de dimero de piri¬ 
midinas, chamado de fotoproduto 6-4, tambem e formado 
durante irradiagao UV. Radiagoes ionizantes (raios X e raios 
gama) podem causar abertura de anel e fragmentagao de 


bases, assim como quebras dos esqueletos covalentes dos 
acidos nucleicos. 

Praticamente todas as formas de vida sao expostas a ra¬ 
diagao de alta energia capaz de causar mudangas quimicas 
no DNA. Sabe-se que a radiagao UV curta (com comprimen- 
to de ondas de 200 a 400 nm), que compoe uma porgao 
significativa do espectro solar, causa a formagao de dimeros 
de pirimidina e outras mudangas quimicas no DNA de bac- 
terias e de celulas da pele humana. Humanos estao sujeitos 
constantemente a um campo de radiagoes ionizantes na for¬ 
ma de raios cosmicos, os quais podem penetrar profunda- 
mente na terra, assim como as radiagoes emitidas por ele- 
mentos radioativos, como radio, plutonio, uranio, radonio, 

e ^H. Raios X usados em exames medicos e dentais e na 
radioterapia de cancer e outras doengas sao outra forma de 
radiagao ionizante. E estimado que radiagoes ionizantes e 
UV sejam responsaveis por cerca de 10% de todo dano no 
DNA causado por agentes ambientais. 

0 DNA tambem pode ser danificado por reagentes qui- 
micos introduzidos no ambiente como produtos de ativida- 
de industrial. Tais produtos podem nao ser prejudiciais por 
si so, mas podem ser metabolizados pelas celulas em formas 
que o sao. Existem duas classes principals desses compos- 
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FIGURA 8-31 Forma^ao de dimeros de pirimidinas induzidos por luz 

UV. (a) Urn tipo de reapao (a esquerda) resulta na formaqao de urn anel ci- 
clobutil envolvendo C-5 e C-6 de residues de pirimidinas adjacentes. Uma 
reapao alternativa (a direita) resulta no fotoproduto 6-4, com uma ligapao en- 


tre C-6 de uma pirimidina e C-4 da pirimidina vizinha. (b) A formapao de urn 
dimero de pirimidinas ciclobutano introduz um angulo ou dobra no DNA 
(PDBID1TTD). 


tos (Figura 8-32): (1) agentes desaminantes, especial- 
mente acido nitroso (HNOg) ou compostos que podem ser 
metabolizados a acido nitroso ou nitritos e (2) agentes al- 
quilantes. 

0 acido nitroso, formado a partir de precursores orga- 
nicos, como nitrosaminas, e a partir de sais de nitrite e de 
nitrates, e um potente acelerador de desaminagao de bases. 
0 bissulfito tern efeitos semelhantes. Ambos os agentes sao 


usados como conservantes em alimentos processados para 
evitar o crescimento de bacterias toxicas. Eles nao parecem 
aumentar significativamente os riscos de cancer quando 
usados dessa forma, talvez pelo fato de serem usados em 
pequenas quantidades e representarem apenas uma peque- 
na contribuigao para os niveis de dano no DNA. (0 risco 
potencial para a saude de alimentos estragados seria muito 
maior se esses conservantes nao fossem usados.) 


FIGURA 8-32 Agentes qufmicos que 
causam dano ao DNA. (a) Precursores 
de acido nitroso, que promovem reapoes 
de desaminapao. (b) Agentes alquilantes. 
Apenas a S-adenosilmetionina age enzi- 
maticamente. 
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Agentes alquilantes podem alterar certas bases do DNA. 
Por exemplo, o reagente qmmico dimetilsulfato (Figura 
8-32b) pode metilar a guanina para produzir 0®-metilguani- 
na, a qual nao pode parear com a citosina. 


Tautomeros 
de guanina 




0^-Metilguanina 


como parte de um mecanismo de defesa que ajuda a celula 
a distinguir seu DNA do DNA exogeno por marcar seu pro- 
prio DNA com grupos metila e destruir o DNA (exogeno) 
sem os grupos metila (isso e conhecido como um sistema de 
modificagao-restrigao; ver p. 314). 0 outro sistema metila 
residues de adenosina dentro da sequencia (5')GATC(3') a 
A^-metiladenosina (Figura 8-5a). Isso e mediado pela Dam 
{DNA adenine methylation) metilase, um componente de 
um sistema que repara pares de bases mal pareados for- 
mados ocasionalmente durante a replicagao do DNA (ver 
Figura 25-21). 

Em celulas eucarioticas, em torno de 5% dos residues 
de citidina no DNA sao metilados a 5-metilcitidina (Figura 
8-5a). A metilagao e mais comum em sequencias CpG, pro- 
duzindo metil-CpG simetricamente em ambas as helices do 
DNA. A extensao da metilagao em sequencias CpG varia de 
acordo com a regiao molecular em grandes moleculas de 
DNA eucariotico. 


Muitas reagoes semelhantes sao realizadas por agentes al¬ 
quilantes normalmente presentes nas celulas, como A-ade- 
nosilmetionina. 

A fonte mais importante de alteragoes mutagenicas no 
DNA e o dano oxidative. Especies reativas de oxigenio, 
como peroxide de hidrogenio, radicals hidroxila e radi¬ 
cals superoxidos, surgem durante irradiagao ou como um 
subproduto do metabolismo aerobio. Dessas especies, os 
radicals hidroxila sao responsaveis pela maioria dos danos 
oxidativos no DNA. As celulas tern um sistema de defesa 
elaborado para destruir especies reativas de oxigenio, in- 
cluindo enzimas como a catalase e a superoxido-desmutase, 
que convertem especies reativas de oxigenio a produtos 
inofensivos. Entretanto, uma fragao desses oxidantes ine- 
vitavelmente escapa das defesas celulares e o dano ao DNA 
ocorre por meio de um grande e complexo grupo de rea¬ 
goes, que variam de oxidagao da desoxirribose e das bases 
a quebras na helice. Estimativas precisas da extensao desse 
dano nao estao disponiveis, mas cada dia o DNA de cada 
celula humana esta sujeito a milhares de reagoes oxidativas 
que causam dano. 

Isso e apenas uma amostra das reagoes mais conhecidas 
que causam dano ao DNA. Muitos compostos carcinogeni- 
cos nos alimentos, na agua e no ar exercem sens efeitos 
cancerigenos por modificagoes das bases do DNA. Apesar 
disso, a integridade do DNA como polimero e mais bem 
mantida do que a do RNA e da proteina, pois o DNA e a uni- 
ca macromolecula que se beneficia de sistemas de reparo 
bloquimicos. Esses processes de reparo (descritos no Ca- 
pitulo 25) diminuem muito o impacto do dano ao DNA. ■ 

Algumas bases do DNA sao metiladas 

Certas bases nucleotidicas em moleculas de DNA sao meti¬ 
ladas enzimaticamente. A adenina e a citosina sao metiladas 
com mais frequencia do que guanina e timina. A metilagao 
geralmente e restrita a certas sequencias ou regioes da mo- 
lecula de DNA. Em alguns cases, a fungao da metilagao e 
bem conhecida; em outros, a fungao permanece obscura. 
Todas as metilases de DNA conhecidas usam A-adenosilme- 
tionina como deader de um grupo metila (Figura 8-32b). A 
E. coli tern dels sistemas notaveis de metilagao. Um serve 


As sequencias de longas helices de DNA 
podem ser determinadas 

Per sua capacidade de ser um repositorio de informagao, 
a propriedade mais importante de uma molecula de DNA 
e a sua sequencia de nucleotideos. Ate o final dos anos de 
1970, a determinagao da sequencia de um acido nucleico 
contendo ate mesmo 5 ou 10 nucleotideos era muito traba- 
Ihosa. 0 desenvolvimento de duas novas tecnicas em 1977, 
uma por Alan Maxam e Walter Gilbert e a outra por Frede¬ 
rick Sanger, tornou possivel o sequenciamento de molecu¬ 
las grandes de DNA com uma tranquilidade nao imaginada 
poucos anos antes. As tecnicas contavam com um melhor 
conhecimento da quimica dos nucleotideos e do metabolis¬ 
mo do DNA e em metodos eletroforeticos para separagao 
das cadeias de DNA diferindo em tamanho por apenas um 
nucleotideo. A eletroforese de DNA e semelhante a das pro- 
teinas (ver Figura 3-18). Poliacrilamida muitas vezes e usa- 
da como a matriz do gel para pequenas moleculas de DNA 
(ate poucas centenas de nucleotideos); agarose geralmente 
e usada para fragmentos maiores de DNA. 

Em ambos os sequenciamentos de Maxam-Gilbert e de 
Sanger, o principio geral e reduzir o DNA a quatro grupos 
de fragmentos marcados. A reagao que produz cada um 
desses grupos e base-especifica, de forma que os compri- 
mentos dos fragmentos correspondem a posigoes de uma 
determinada base na sequencia de DNA. Por exemplo, para 
um oligonucleotideo com a sequencia pAATCGACT, mar- 
cado na extremidade 5' (a extremidade a esquerda), uma 
reagao que quebra o DNA apos cada residue de C ira gerar 
dois fragmentos marcados: um fragmento de quatro nucleo¬ 
tideos e um fragmento de sete nucleotideos; uma reagao 
que quebra o DNA apos cada residue de G ira produzir ape¬ 
nas um fragmento marcado de cinco nucleotideos. Devido 
aos fragmentos serem marcados radioativamente nas suas 
extremidades 5', apenas o fragmento no lado 5' da quebra 
e visualizado. Os tamanhos dos fragmentos correspondem 
as posigoes relativas dos residues de C e G na sequencia. 
Quando os grupos de fragmentos que correspondem a cada 
uma das quatro bases sao separados eletroforeticamente 
lado a lado, eles produzem uma escada de bandas na qual 
a sequencia pode ser lida diretamente (Figura 8-33) . Aqui 





PRINCIPIOS DE BlOQUIMICA DE LEHNINGER 303 


Cadeia do 
iniciador 





Iniciador 


5 ' 


3 ' 



Molde 


+ 


FIGURA 8-33 Sequenciamento de DNA pelo metodo de Sanger. 

Esse mtodo utiliza o mecanismo de sintese de DNA pela DNA-polime- 
rase (Capitulo 25). (a) As DNA-polimerases necessitam de urn iniciador 
(uma cadeia oligonucleotidica curta), ao qual os nucleotideos serao 
adicionados, e uma cadeia-molde para guiar a selepao de cada novo 
nucleotideo. Nas celulas, o grupo 3'-hidroxila do iniciador reage com 
urn desoxinucleosideo trifosfato (dNTP) que esta entrando para formar 
uma nova ligaqao fosfodiester. (b) 0 procedimento do sequenciamen¬ 
to de Sanger usa analogos de didesoxinucleosideos trifosfatos (ddNTP) 
para interromper a sintese de DNA. (0 metodo de Sanger tambem e 
conhecido como o metodo didesoxi.) Quando um ddNTP e introduzido 
no lugar de um dNTP, o alongamento da cadeia para apos a adiqao do 
analogo, porque falta o grupo 3'-hidroxila necessario para o proximo 
passo. (c) 0 DNA a ser sequenciado e usado como a cadeia-molde, e um 
iniciador curto, marcado radioativamente ou com fluorescencia, pareia 
com ele. Pela adiqao de pequenas quantidades de um unico ddNTP, por 
exempio, ddCTP, a um sistema normal de reaqao, as cadeias sintetizadas 
serao prematuramente terminadas em determinadas posiqoes quando 
um dC ocorre normalmente. Dado o excesso de dCTP sobre o ddCTP, a 
chance do analogo ser incorporado sempre que dC deve ser adicionado 
e pequena. Entretanto, ddCTP esta presente em quantidades suficientes 
para assegurar que cada nova cadeia tenha uma probabilidade alta de 
adquirir pelo menos um ddC em algum ponto durante a sintese. 0 re- 
sultado e uma soluqao contendo uma mistura de fragmentos marcados, 
cada um deles terminando com um residuo de C. Cada residue de C na 
sequencia produz um grupo de fragmentos de um tamanho especifi- 
co, de forma que os fragmentos de tamanhos diferentes, separados por 
eletroforese, demonstram a localizaqao do residuo de C. Esse procedi¬ 
mento e repetido separadamente para cada um dos quatro ddNTP e a 
sequencia pode ser lida diretamente do autorradiograma do gel. Como 
pequenos fragmentos de DNA migram mais rapidamente, os fragmen¬ 
tos proximos a parte inferior do gel representam as posiqoes dos nu¬ 
cleotideos mais proximas do iniciador (a extremidade 5') e a sequencia 
e lida (na direqao 5'^3') da parte inferior para a parte superior. Observe 
que a sequencia obtida e aquela da cadeia complementar a cadeia que 
esta sendo analisada. 
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e ilustrado apenas o metodo de Sanger, o mais facil tecni- 
camente e mais difundido. Esse metodo requer a sintese 
enzimatica de uma cadeia complementar de DNA a cadeia 
que esta sendo analisada, usando um “iniciador” marcado 
radioativamente e didesoxinucleotideos. 

Desde que esses primeiros metodos praticos de se- 
quenciamento de DNA apareceram, a metodologia melho- 
rou rapidamente. Muito desse avango foi alimentado pelo 
Projeto Genoma Humano, descrito no Capitulo 9. Uma 
variagao do metodo de sequenciamento de Sanger, em 
que os didesoxinucleotideos usados para cada reagao sao 
marcados com diferentes marcadores fluorescentes colo- 
ridos (Figura 8-34), foi usada nos esforgos iniciais para 
automatizar grandes esforgos de sequenciamento de 
DNA. Com essa tecnologia, os pesquisadores podem se- 
quenciar moleculas de DNA contendo milhares de nucleo- 
tideos em poucas horas. Essa estrategia foi usada maciga- 
mente nos esforgos iniciais para sequenciar genomas 
inteiros de organismos e e ainda usado para sequencia¬ 
mento de rotina de genes ou segmentos de DNA. Entre- 
tanto, sequenciamentos genomicos modernos usam agora 
metodos muito mais eficientes, muitas vezes chamados de 
proxima geragao ou sequenciamento de proxima ge- 
ragao. Eles estao descritos no Capitulo 9. ^ Sequenciamen¬ 
to didesoxi de DNA 

A smtese quimica de DNA foi automatizada 

Um importante avango pratico na quimica de acidos nu- 
cleicos foi a smtese rapida e precisa de oligonucleotideos 
pequenos de sequencia conhecida. Os metodos foram 
desenvolvidos por H. Gobind Khorana e seus colegas 
nos anos de 1970. Refinamentos introduzidos por Robert 
Letsinger e Marvin Caruthers conduziram a quimica agora 
usada em larga escala, denominada metodo de fosforami- 
dita (Figura 8-35). A smtese e conduzida com a cadeia 
em crescimento fixada a um suporte solido, usando funda- 
mentos semelhantes aqueles usados por Merrifield para a 
smtese de peptideos (ver Figura 3-32), sendo facilmente 
automatizada. A eficiencia de cada etapa e muito alta, per- 
mitindo a smtese rotineira de polimeros contendo 70 ou 
80 nucleotideos e, em alguns laboratories, cadeias muito 
mais longas. A disponibilidade de polimeros de DNA re- 
lativamente baratos com sequencias pre-desenhadas esta 
tendo um impacto poderoso em todas as areas da bioqui- 
mica (Capitulo 9). 
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FIGURA 8-34 Estrategia para automa^ao de reaves de sequencia¬ 
mento de DNA. Cada didesoxinucleotideo usado no metodo de Sanger 
pode ser acoplado a uma molecula fluorescente que concede uma cor espe- 
cifica a todos os fragmentos terminados naquele nucleotideo.Todos os qua¬ 
tro ddNTP marcados sao adicionados em um tubo unico. Os fragmentos de 
DNA coloridos resultantes sao entao separados por tamanho em um unico 
gel eletroforetico contido em um tubo capilar (aprimoramento da eletrofo¬ 
rese em gel que permite separaqoes mais rapidas).Todos os fragmentos de 
um determinado tamanho migram pelo gel do tubo capilar em um unico 
pico e a cor associada com cada pico e detectada usando um feixe de loser. A 
sequencia de DNA e lida pela determinaqao da sequencia de cores nos picos 
a medida que passam pelo detector. Essa informaqao e alimentada direta- 
mente a um computador, o qual determina a sequencia. 



Resultado gerado por computador apos 
a passagem das bandas pelo detector 
















































PRINCfPIOS DE BlOQUfMICA DE LEHNINGER 305 


DMT 

I 

O 

I 


o 



- Nucleosideo 

Basel protegido na 
hidroxila 5' 


H H. 




3' 

OH 


H 


H 

Nucleosideo 
O acoplado ao 
suporte de silica 


DMT 

I 

o 

I 

CH. 


Nucleotideo 
ativado na 
posi^o 3' 


H 



Grupo protetor 
cianoetil 


NC-(CH2)2 


H H 


Baseo 


DMT 

I 

O 

I 


.0^ 


Baseo 


H 



/h h\ 






H 


H 

Fosforamidita 


NC-(CH2)2 


I (CH3)2CH-N+- CH(CH3)2 I 

w 

Grupo ativador di-isopropilamino 


o 

I 

Grupo protetor R 

removido I. 

0 


© 

Proximo nucleotideo 
adicionado 

(CH3)2CH-N-CH(CH3)2 

H 

Subproduto di-isopropilamino 



Oxidagao para 
formar triester 


Repita os passos @ a @ ate que todos os residuos tenham sido adicionados 


Baseo 


© Remogao dos grupos protetores das bases 
© Remogao dos grupos cianoetil dos fosfatos 
O Corte da cadeia do suporte de silica 






O 


NC-(CH2)2- 


5' 




n 


3' 


Basel 


Cadeia oligonucleotidica 


H 


FIGURA 8-35 Smtese quimica de DNA pelo metodo do fosforamidi¬ 
ta. A sintese de DNA automatizada e conceitualmente semelhante a sintese 
de polipeptideos em urn suporte solido. 0 oligonucleotideo e sintetizado 
no suporte solido (silica), urn nucleotideo por vez, em uma serie repetida de 
reapoes quimicas com precursores nucleotidicos adequadamente protegi- 
dos. O 0 primeiro nucleosideo (o qual formara a extremidade 3') e acoplado 
ao suporte de silica na hidroxila-3' (por meio de urn grupamento ligante, R), 
sendo protegido na hidroxila-5' com um grupo dimetoxitritil (DMT) labil em 
acido. Os grupos reativos em todas as bases tambem sao protegidos quimi- 
camente. 0 0 grupo DMT protetor e removido pela lavagem da coluna com 
acido (o grupo DMT e colorido, entao essa reapao pode ser acompanhada 
espectrofotometricamente). 0 0 proximo nucleotideo tern uma fosforami¬ 
dita na posipao 3': um fosfito trivalente (ao contrario do fosfato pentavalente 
mais oxidado normalmente presente nos acidos nucleicos) com um oxige- 


nio ligado substituido por um grupo amino ou uma amina substituida. Na 
variante comum mostrada, um dos oxigenios da fosforamidita e ligado a de- 
soxirribose, o outro e protegido por um grupo cianoetil e a terceira posipao e 
ocupada pelo grupo di-isopropilamino facilmente deslocavel. A reapao com 
o nucleotideo imobilizado forma uma ligapao 5',3' e o grupo di-isopropi- 
lamino e eliminado. Na etapa O, a ligapao fosfito e oxidada com iodo para 
produzir uma ligapao fosfotriester. As reapoes © a O sao repetidas ate que 
todos os nucleotideos tenham sido adicionados. Em cada etapa, o excesso 
de nucleotideos e removido antes da adipao do proximo nucleotideo. Nas 
etapas © e 0 , os grupos protetores remanescentes nas bases e nos fosfatos 
sao removidos, e no ©, o oligonucleotideo e separado do suporte solido e 
purificado. A sintese quimica de RNA e um pouco mais complicada devido a 
necessidade de proteger o grupo hidroxila 2' da ribose sem afetar a reativi- 
dade do grupo hidroxila 3'. 
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RESUMO 8.3 Quimica dos acidos nucleicos 

► 0 DNA nativo passa por desenrolamento reversivel e 
separagao de cadeias (fusao) sob aquecimento ou em 
pH extremos. DNAs ricos em pares G=C tern ponto de 
fusao maior do que DNAs ricos em pares A=T. 

► DNAs de cadeia simples desnaturados de duas especies 
podem formar um duplex hibrido, sendo que o grau de 
hibridizagao depende da extensao de sequencias seme- 
Ihantes. A hibridizagao e a base de tecnicas importantes 
usadas no estudo e no isolamento de genes especificos 
eRNA. 

► 0 DNA e um polimero relativamente estavel. Reagoes 
espontaneas como a desaminagao de certas bases, a 
hidrolise da ligagao A^-glicosidica base-agucar, a forma- 
gao de dimeros de pirimidina induzida por radiagao e o 
dano oxidativo ocorrem em taxas muito baixas, mas sao 
importantes devido a tolerancia muito baixa da celula a 
mudangas no material genetico. 

► Sequencias de DNA podem ser determinadas por uma 
variedade de metodos modernos. 

► Oligonucleotideos de sequencias conhecidas podem ser 
sintetizados rapida e acuradamente. 

8.4 Outras fun0es dos nucleoti'deos 

Alem das suas fungoes como subunidades dos acidos 
nucleicos, os nucleotideos tern uma variedade de outras 
fungoes em cada celula: como carreadores de energia, 
componentes de cofatores enzimaticos e mensageiros 
qmmicos. 

Os nucleoti'deos carregam energia quimica nas celulas 

0 grupo fosfato ligado covalentemente na hidroxila 5' 
de um ribonucleotideo pode ter um ou dois fosfatos adi- 
cionais ligados. As moleculas resultantes sao conhecidas 
como nucleosideos mono, di e trifosfatos (Figura 8-36). 
Iniciando a partir da ribose, os tres fosfatos geralmente sao 
rotulados a, /3 e y. A hidrolise de nucleosideos trifosfatos 
produz a energia quimica para direcionar muitas reagoes 


celulares. A adenosina 5'-trifosfato, ATP, e sem duvida o 
mais amplamente utilizado em algumas reagoes, mas DTP, 
GTP e CTP tambem sao usados em algumas reagoes. Os 
nucleosideos trifosfatos tambem servem como os precur- 
sores ativados na sintese de DNA e de RNA, como descrito 
nos Capitulos 25 e 26. 

A estrutura do grupo trifosfato e a responsavel pela 
energia liberada durante a hidrolise do ATP e de outros nu¬ 
cleosideos trifosfatos. A ligagao entre a ribose e o fosfato a 
e uma ligagao ester. As ligagoes Q:,j8 e /3,y sao fosfoanidricas 
(Figura 8-37). A hidrolise de ligagoes ester rende cerca de 
14 kJ/mol em condigoes padrao, ao passo que a hidrolise de 
cada ligagao anidrido produz cerca de 30 kJ/mol. A hidroli¬ 
se do ATP muitas vezes exerce uma fungao termodinamica 
importante na biossintese. Quando acoplada a uma reagao 
com variagao de energia livre positiva, a hidrolise do ATP 
muda o equilibrio do processo geral para favorecer a forma- 
gao do produto (lembre-se da relagao entre a constante de 
equilibrio e a variagao de energia livre descrita pela Equa- 
gao 6-3 na p. 194). 

Nucleoti'deos da adenina sao componentes de muitos 
cofatores enzimaticos 

Uma serie de cofatores enzimaticos que serve a uma ampla 
gama de fungoes quimicas inclui a adenosina como parte 
de suas estruturas (Figura 8-38). Eles nao sao estrutural- 
mente relacionados, exceto pela presenga de adenosina. 
Em nenhum desses cofatores a porgao da adenosina par- 
ticipa diretamente da fungao principal, mas a remogao da 
adenosina em geral resulta em uma redugao drastica da 
atividade do cofator. Por exemplo, a remogao do nucleoti- 
deo adenina (3'-fosfoadenosina-difosfato) da acetoacetil- 
-CoA, a coenzima A derivada do acetoacetato, reduz sua 
reatividade como substrato para a /3-cetoacil-CoA-trans- 
ferase (enzima do metabolismo dos lipideos) por um fator 
de 10®. Apesar dessa exigencia por adenosina nao ter sido 
investigada detalhadamente, ela deve envolver a energia 
de ligagao entre a enzima e o substrato (ou cofator) que e 
usada na catalise e na estabilizagao do complexo enzima- 
-substrato inicial (Capitulo 6). No caso da /3-cetoacil-CoA- 
-transferase, a porgao nucleotidica da coenzima A parece 


y p a 



Abreviaturas dos ribonucleosideos 

5'-fosfato 

Base 

Mono- 

Di- 

Tri- 

Adenina 

AMP 

ADP 

ATP 

Guanina 

GMP 

GDP 

GTP 

Citosina 

CMP 

CDP 

CTP 

Uracila 

UMP 

UDP 

UTP 


Abreviaturas dos desoxirribonucleosideos 

5'-fosfato 

Base 

Mono- 

Di- 

Tri- 

Adenina 

dAMP 

dADP 

dATP 

Guanina 

dGMP 

dGDP 

dGTP 

Citosina 

dCMP 

dCDP 

dCTP 

Timina 

dTMP 

dTDP 

dTTP 


FIGURA 8-36 Nucleosideos fosfatos. Estrutura geral dos nucleosideos didesoxirribonucleosideos fosfatos (dNMP, dNDP e dNTP), a pentose e 2'-de- 
5'-mono, di e trifosfatos (NMP, NDP e NTP) e suas abreviaturas-padrao. Nos soxi-D-ribose. 
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FIGURA 8-37 Ligates de ester de fosfato e fosfoanidrido do ATP. A 

hidrolise de uma ligagao anidrido produz mais energia do que a hidrolise do 
ester. 0 anidrido do acido carboxilico e o ester do acido carboxilico estao 
mostrados para comparaqao. 


ser uma “alavanca” de ligagao que ajuda a puxar o substra¬ 
te (acetoacetil-CoA) para o sitio ativo. Fungoes semelhan- 
tes podem ser encontradas para a porgao nucleosidica de 
outros cofatores nucleotidicos. 

Per que a adenosina e usada nessas estruturas, em vez 
de outras moleculas grandes? A resposta nesse case pode 
envolver uma forma de economia evolutiva. Certamente a 
adenosina nao e a unica que contribui para a quantidade 
de energia potencial de ligagao. A importancia da adeno¬ 
sina provavelmente nao esta tanto em alguma caractens- 
tica quimica especial, mas na vantagem evolutiva de usar 
um composto para multiplas fungoes. Uma vez que o ATP 
tornou-se a fonte universal de energia quimica, foram de- 
senvoMdos sistemas para sintetizar ATP em maior quan¬ 
tidade do que outros nucleotideos. Por ser abundante, se 
torna a escolha logica para a incorporagao em uma ampla 
variedade de estruturas. A economia se estende a estrutu- 
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FIGURA 8-38 Algumas coenzimas que contem adenosina. A porgao 
adenosina esta sombreada em cor salmao. A coenzima A (CoA) funciona em 
reagoes de transferencia de grupos acil; o grupo acil (como o grupo acetil 
ou acetoacetil) e acoplado a CoA por meio de uma ligagao tioester a porgao 
jS-mercaptoetanolamina. NAD^ atua nas transferencias de hidretos e FAD, a 
forma ativa da vitamina B 2 (riboflavina), em transferencias de eletrons. Outra 
coenzima que incorpora adenosina e a 5'-desoxiadenosilcobalamina, a for¬ 
ma ativa da vitamina 6^2 (ver Quadro 17-2), a qual participa em transferencias 
de grupos intramoleculares entre carbonos adjacentes. 
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ra da protema. Um dommio proteico unico que liga adeno- 
sina pode ser usado em enzimas diferentes. Tal dommio, 
denominado cavidade de liga^ao de nucleotideo, e 

encontrado em muitas enzimas que ligam ATP e cofatores 
nucleotidicos. 

Alguns nucleoti'deos sao moleculas reguladoras 

Celulas respondem a sen ambiente por receberem avisos 
dos hormonios on outros sinais quimicos externos. A intera- 
gao desses sinais quimicos extracelulares (“primeiros men- 
sageiros”) com receptores na superficie da celula muitas ve- 
zes leva a produgao de segundos mensageiros dentro da 
celula, os quais, por sua vez, conduzem a mudangas adap- 
tativas no interior da celula (Capitulo 12). Muitas vezes, o 
segundo mensageiro e um nucleotideo (Figura 8-39). Um 
dos mais comuns e a adenosina 3',5'-monofosfato ci- 
clico (AMP ciclico, ou cAMP), formado a partir de ATP 
em uma reagao catalisada pela adenilil-ciclase, uma enzima 
associada com a face interna da membrana plasmatica. 0 
AMP ciclico exerce fungoes reguladoras em todas as celulas 


fora do reino vegetal. A guanosina 3',5'-monofosfato ciclico 
(cGMP) ocorre em muitas celulas e tambem tern fungoes 
reguladoras. 

Outro nucleotideo regulador, ppGpp (Figura 8-39), e 
produzido em bacterias como resposta a uma redugao de 
velocidade da sintese proteica durante a falta de aminoaci- 
dos. Esse nucleotideo inibe a sintese de moleculas de rRNA 
e tRNA (ver Figura 28-22) necessarias para a sintese pro¬ 
teica, prevenindo a produgao desnecessaria desses acidos 
nucleicos. 

RESUMO 8.4 Outras fun^es dos nucleoti'deos 

► 0 ATP e o carregador central de energia quimica nas 
celulas. A presenga de uma porgao adenosina em uma 
variedade de cofatores enzimaticos pode ser relaciona- 
da a necessidades de energia de ligagao. 

► 0 AMP ciclico, formado a partir de ATP em uma reagao 
catalisada pela adenilil-ciclase, e um segundo mensagei¬ 
ro comum produzido em resposta a hormonios e outros 
sinais quimicos. 
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FIGURA 8-39 Tres nucleoti'deos reguladores. 
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grampo 292 
crnciforme 292 
triplex de DNA 292 
tetraplex G 292 
transcrigao 294 
mRNA 

monocistronico 294 
mRNA policistronico 294 
mntagao 299 
segnndo mensageiro 308 
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3' ,5' -monofosfato 
ciclico (AMP ciclico, 
cAMP) 308 


Leituras adicionais 
Geral 

Cox, M.M., Doudna, J.A., & O'Donnell, M. (2012) Molecular 
Biology: Principlas and Practice, W. H. Freeman and Company, 

New York. 

0 melhor lugar para aprofundar o aprendizado sobre a estrutura e 
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Problemas 

1. Estrutura de uucleotideos. Quais posigoes no anel pu- 
rmico dos nucleotideos purmicos do DNA tern potencial para 
formar ligagoes de hidrogenio, mas nao estao envoMdas no pa- 
reamento de base de Watson-Crick? 

2. Sequencia de bases das fitas de DNA complementar. 

Uma cadeia de um DNA de fita dupla tern a sequencia (5')GCG- 
CAATATTTCTCAAAATATTGCGC(3'). Escreva a sequencia de 
bases da fita complementar. Que tipo especial de sequencia 
esta contido nesse segmento de DNA? 0 DNA de cadeia dupla 
tern potencial para formar algumas estruturas alternativas? 

3. DNA do corpo humauo. Calcule o peso em gramas de 
uma molecula de DNA de fita dupla esticada da Terra ate a 
Lua (—320.000 km). A dupla-helice de DNA pesa em torno de 
1 X 10“^® g por 1.000 pares de nucleotideos; cada par de bases 
abrange 3,4 A. Para uma comparagao interessante, sen corpo 
contem aproximadamente 0,5 g de DNA! 


4. Enovelamento do DNA. Assuma que um trecho de 
poli(A) de cinco pares de bases produz um enovelamento 
de 20° em uma cadeia de DNA. Calcule o enovelamento total 
(liquido) produzido no DNA se o par de bases do centro (o 
terceiro dos cinco) de dois trechos (dA )5 sucessivos estiver lo- 
calizado (a) a uma distancia de 10 pares de bases; (b) a uma 
distancia de 15 pares de bases. Assuma 10 pares de bases por 
volta na dupla-helice de DNA. 

5. Distin^ao entre estrutura de DNA e estrutura de 
RNA. Grampos podem ser formados na sequencia palindromi- 
ca de cadeia unica de ambos RNA ou DNA. Qual e a diferenga 
entre estrutura helicoidal de um grampo longo e completamen- 
te pareado (exceto na extremidade) no RNA e um grampo se- 
melhante no DNA? 

6. Quimica de uucleotideos. As celulas de muitos orga- 
nismos eucarioticos tern sistemas altamente especializados 
que reparam especificamente pareamentos incorretos G-T no 
DNA. 0 pareamento incorreto e reparado para formar o par de 
bases G=C (nao A=T). Esse mecanismo de reparo do parea¬ 
mento incorreto G-T ocorre alem de um sistema mais geral que 
repara quase todos os pareamentos incorretos. Sugira por que 
as celulas necessitam de um sistema especializado para reparar 
o pareamento incorreto G-T. 

7. Desuatura^ao de acidos uucleicos. Um oligonucleoti- 
deo de duplex de DNA em que uma das cadeias tern a sequen¬ 
cia TAATACGACTCACTATAGGG tern temperatura de fusao 
(t^ de 59°C. Se um oligonucleotideo de duplex de RNA de 
sequencia identica (substituindo U por T) e sintetizado, a tem¬ 
peratura de fusao sera mais alta ou mais baixa? 

8. Dano espontaneo no DNA. A hidrolise da ligagao N- 
-glicosidica entre a desoxirribose e uma purina no DNA cria um 
sitio AR Um sitio AP gera uma desestabilizagao termodinamica 
maior do que a criada por qualquer pareamento incorreto no 
DNA. Esse efeito nao esta completamente elucidado. Examine 
a estrutura de um sitio AP (ver Figura 8-30b) e descreva algu¬ 
mas consequencias quimicas dessa perda da base. 

9. Predi^ao da estrutura de acido nucleico a partir de 
sua sequencia. Parte de um cromossomo sequenciado tern 
a sequencia (em uma fita) ATTGCATCCGCGCGTGCGCGCGC- 
GATCCCGTTACTTTCCG. Qual parte dessa sequencia e a mais 
provavel de assumir a conformagao Z? 

10. Estrutura do acido nucleico. Explique por que a ab- 

sorgao de luz UV pelo DNA de fita dupla aumenta (efeito hiper- 
cromico) quando o DNA e desnaturado. 

11. Determina^ao de concentra^ao de proteina em 
uma solu^ao contendo proteinas e acidos nucleicos. A 

concentragao de proteina ou acidos nucleicos em uma solugao 
contendo ambos pode ser estimada pelo uso de suas diferen- 
tes propriedades de absorgao de luz: proteinas absorvem mais 
intensamente em 280 nm e acidos nucleicos em 260 um. Es- 
timativas de suas respectivas concentragoes em uma mistura 
podem ser feitas medindo a absorbancia (A) da solugao a 280 e 
260 um e usando a tabela na proxima pagina, a qual da i? 28 o /2605 
a razao das absorbancias a 280 e 260 nm, a porcentagem da 
massa total que e acido nucleico e o fator, F, que corrige a lei- 
tura a ^280 e da uma estimativa mais correta de proteina. A con¬ 
centragao de proteina (em mg/mL) = F X A 280 (supondo que a 
cubeta tenha um caminho optico de 1 cm). Calcule a concen¬ 
tragao de proteina em uma solugao de A 280 = 0,69 e A 260 = 0,94. 
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^ 280/260 

Propor^ao de acido 
nucleko (%) 

F 

1,75 

0,00 

1,116 

1,63 

0,25 

1,081 

1,52 

0,50 

1,054 

1,40 

0,75 

1,023 

1,36 

1,00 

0,994 

1,30 

1,25 

0,970 

1,25 

1,50 

0,944 

1,16 

2,00 

0,899 

1,09 

2,50 

0,852 

1,03 

3,00 

0,814 

0,979 

3,50 

0,776 

0,939 

4,00 

0,743 

0,874 

5,00 

0,682 

0,846 

5,50 

0,656 

0,822 

6,00 

0,632 

0,804 

6,50 

0,607 

0,784 

7,00 

0,585 

0,767 

7,50 

0,565 

0,753 

8,00 

0,545 

0,730 

9,00 

0,508 

0,705 

10,00 

0,478 

0,671 

12,00 

0,422 

0,644 

14,00 

0,377 

0,615 

17,00 

0,322 

0,595 

20,00 

0,278 


12. Solubilidade dos componentes de DNA. Desenhe as 
seguintes estmturas e ordene suas solubilidades relativas em 
agua (desde a mais soluvel ate a menos soluvel): desoxirribo- 
se, guanina, fosfato. Como essas solubilidades sao consistentes 
com a estmtura tridimensional do DNA de fita dupla? 

13. Logica do sequenciamento de Sanger. No metodo de 
Sanger (didesoxi) para sequenciamento de DNA, uma peque- 
na quantidade de didesoxirribonucleotideo trifosfato - como 
ddCTP - e adicionada a reagao de sequenciamento junto com 
uma grande quantidade do correspondente dCTP. Qual seria o 
resultado esperado se o dCTP fosse omitido? 

14. Sequenciamento de DNA. 0 seguinte fragmento de 
DNA foi sequenciado pelo metodo de Sanger. 0 asterisco ver- 
melho indica um marcador fluorescente. 

*5'-3'-OH 

3'-ATTACGCAAGGACATTAGAC—5' 

Uma amostra de DNA reagiu com a DNA-polimerase e com 
cada uma das misturas de nucleotideos (em tampao apropria- 
do) listadas abaixo. Didesoxinucleotideos (ddNTP) foram adi- 
cionados em quantidades relativamente pequenas. 

1. dATP, dTTP, dCTP, dGTP, ddTTP 

2. dATP, dTTP, dCTP, dGTP, ddGTP 

3. dATP, dCTP, dGTP, ddTTP 

4. dATP, dTTP, dCTP, dGTP 

0 DNA resultante da reagao foi separado por eletroforese 
em gel de agarose e foram localizadas as bandas fluorescen- 


tes. 0 padrao de bandas resultante da mistura de nucleoti¬ 
deos 1 esta abaixo. Supondo que todas as misturas fossem 
separadas no mesmo gel, qual seria a aparencia das canale- 
tas 2, 3 e 4? 



15. Fosfodiesterase de veneno de serpentes. Uma exo¬ 
nuclease e uma enzima que diva nucleotideos sequencialmen- 
te a partir da extremidade de uma cadeia polinucleotidica. A 
fosfodiesterase de veneno de serpentes, a qual hidrolisa nu¬ 
cleotideos a partir da extremidade 3' de qualquer nucleotideo 
com um grupo 3'-hidroxila livre, diva entre o 3' hidroxila da 
ribose ou da desoxirribose e o grupo fosforil do proximo nu¬ 
cleotideo. Ela age no RNA ou DNA de cadeia simples e nao tern 
especificidade de base. Essa enzima foi usada em experimen- 
tos de determinagao de sequencia antes do desenvolvLmento 
de tecnicas modernas de sequenciamento de acidos nucleicos. 
Quais sao os produtos da digestao parcial pela fosfodiesterase 
de veneno de serpente de um oligonucleotideo com a seguinte 
sequencia? 

(5')GCGCCAUUGC(3')—OH 

16. Preservagao do DNA em endosporos bacterianos. 

Os endosporos de bacterias se formam quando o ambiente nao 
mais permite o metabolismo celular ativo. Na bacteria de solo 
Bacillus subtilis, por exemplo, o processo de esporulagao 
comega quando um ou mais nutrientes estiverem esgotados. 
0 produto final e uma estrutura pequena e metabolicamente 
dormente que pode sobreviver quase que indefinidamente sem 
nenhum metabolismo detectavel. Os esporos tern mecanismos 
que evitam o acumulo de mutagoes potencialmente letais no 
seu metabolismo por periodos de dormencia que podem ultra- 
passar 1.000 anos. Os esporos deB. subtilis sao muito mais re- 
sistentes ao calor, a radiagao UV e a agentes oxidantes (agen- 
tes mutagenicos), todos eles promovem mutagoes, do que a 
bacteria em crescimento. 

(a) Um fator que evita potencial dano ao DNA e a grande 
diminuigao no seu conteudo de agua. Como isso afetaria alguns 
tipos de mutagoes? 

(b) Os endosporos tern uma categoria de proteinas deno- 
minada pequenas proteinas soluveis em acido (SASP, do ingles 
small acid-soluble proteins'), que se ligam ao DNA, evitan- 
do a formagao de dimeros do tipo ciclobutano. 0 que causa a 
formagao de dimeros de ciclobutano e por que os endosporos 
de bacterias necessitam de mecanismos que prevLnam a sua 
formagao? 
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17. Smtese de oligonucleotideos. No esquema da Figura 
8-35, cada nova base a ser adicionada ao oligonucleotideo que 
esta sendo alongado e modificada de forma que o sen grupo 
3' hidroxila e ativado e o grupo 5' hidroxila esta ligado a um 
grupo dimetoxitritil (DMT). Qual e a fungao do grupo DMT na 
base que esta sendo adicionada? 


Bioqui'mka na internet 

18. A estrutura do DNA. A elucidagao da estrutura tri¬ 
dimensional do DNA ajudou os pesquisadores a entender 
como essa molecula carrega informagao que pode ser fiel- 
mente replicada de uma geragao para a proxima. Para ver 
a estrutura secundaria do DNA de fita dupla, va ao site do 
Protein Data Bank (www.pdb.org). Use os identificadores do 
PDB listados abaixo para ver os resumos da estrutura para 
as duas formas de DNA. Abra as estruturas usando Jmol (li¬ 
gado ao Display Options') e use os controles no menu do 
Jmol (acessado com o control-click ou clique no logo do 
Jmol no canto inferior direito da tela do monitor) para com- 
pletar os exercicios a seguir. Recorra ao link de ajuda do 
Jmol se necessario. 

(a) Obtenha o arquivo da 141D, uma sequencia de DNA al- 
tamente conservada e repetitiva da extremidade do genoma do 
HlV-1 (o virus que causa a Aids). Mostre a molecula na forma 
de estrutura de esfera e bastao e os elementos em cores dife- 
rentes. Identifique o esqueleto agucar-fosfato para cada cadeia 
do duplex de DNA. Localize e identifique bases individuais. 
Identifique a extremidade 5' de cada cadeia. Localize o sulco 
maior e o sulco menor. Essa helice esta voltada para a direita 
ou para a esquerda? 

(b) Obtenha o arquivo da 145D, um DNA com a confor- 
magao Z. Mostre a molecula como na forma de estrutura de 
esfera e bastao e os elementos em cores diferentes. Identifi¬ 
que o esqueleto agucar-fosfato para cada cadeia do duplex 
de DNA. Essa helice esta voltada para a direita ou para a es¬ 
querda? 

(c) Para avaliar precisamente a estrutura secundaria 
de DNA, ver molecula na forma tridimensional. No control 
menu, escolha Select > All, entao Style > Stereographic > 
Cross-eye ou Wall-eye. Voce vera duas imagens da molecula 
de DNA. Coloque o seu nariz a aproximadamente 25 centi¬ 
metres do monitor e olhe a ponta do seu nariz (com os olhos 
cruzados) ou as margens opostas da tela do monitor (com os 
olhos para os lados). No fundo voce podera ver tres imagens da 
helice de DNA. Mude o foco do olhar para a imagem do meio, 
que aparecera em tres dimensoes. (Lembre-se que apenas um 
dos dois autores deste livro consegue fazer isso.) 


Problema de analise de dados 

19. Estudos de Chargaff da estrutura do DNA A se- 

gao do capitulo “DNA e uma dupla-helice que armazena infor¬ 
magao genetica” inclui um resume dos principais achados de 
Erwin Chargaff e sens colegas, listados como quatro conclu- 
soes (“Regras de Chargaff”, p. 288). Neste problema, voce ira 
examinar os dados que Chargaff coletou para sustentar essas 
conclusoes. 

Em um artigo, Chargaff (1950) descreveu seus metodos 
analiticos e alguns resultados preliminares. Resumidamente, 
ele tratou as amostras de DNA com acido para remover as ba¬ 


ses, separou as bases por cromatografia de papel e mediu a 
quantidade de cada base por espectroscopia de UV. Seus resul¬ 
tados estao mostrados nas tres tabelas a seguir. A relagao mo¬ 
lar e a razao entre o numero de moles de cada base na amostra 
pelo numero de moles de fosfato na amostra - isso da a fragao 
do numero total de bases representada por cada base espe- 
cifica. 0 rendimento e a soma das quatro bases (a soma das 
relagoes molares). A recuperagao completa de todas as bases 
no DNA daria um rendimento de 1,0. 


Rela^ao molar no DNA de boi 




Timo 

Ba^o 

Figado 

Base 

Prep. 1 

Prep. 2 Prep. 3 Prep. 1 

Prep. 2 

Prep. 1 

Adenina 

0,26 

0,28 0,30 0,25 

0,26 

0,26 

Guanina 

0,21 

0,24 0,22 0,20 

0,21 

0,20 

Citosina 

0,16 

LO 

o' 

o'' 

00 

o'' 

0,17 


Timina 

0,25 

0,24 0,25 0,24 

0,24 


Rendimento 

0,88 

0,94 0,94 0,84 

0,88 


Rela^ao molar no DNA humano 


Esperma 

Timo 

Figado 

Base 

Prep. 1 

Prep. 2 

Prep. 1 Normal 

Carcinoma 

Adenina 

0,29 

0,27 

0,28 

0,27 

0,27 

Guanina 

0,18 

0,17 

0,19 

0,19 

0,18 

Citosina 

0,18 

0,18 

0,16 


0,15 

Timina 

0,31 

0,30 

0,28 


0,27 

Rendimento 

0,96 

0,92 

0,91 


0,87 


Rela^ao molar no DNA de mkrorganismos 



Levedura 

BacNo da tuberculose aviarla 

Base 

Prep. 1 

Prep. 2 


Prep.1 


Adenina 

0,24 

0,30 


0,12 


Guanina 

0,14 

0,18 


0,28 


Citosina 

0,13 

0,15 


0,26 


Timina 

0,25 

0,29 


0,11 


Rendimento 

0,76 

0,92 


0,77 



(a) Com base nestes dados, Chargaff concluiu que “ate 
agora nenhuma diferenga foi encontrada na composigao do 
DNA dos diferentes tecidos de uma mesma especie”. Isso 
corresponde a conclusao 2 mencionada neste capitulo. Entre- 
tanto, uma visao cetica dos mesmos dados poderia concluir: 
com certeza, eles parecem diferentes! Se voce fosse Chargaff, 
como usaria os dados para convencer algum cetico a mudar 
de ideia? 

(b) A composigao de bases do DNA de celulas hepaticas 
normais e de celulas hepaticas cancerosas (hepatocarcinoma) 
nao foi significativamente diferente. Voce esperaria que a tec- 
nica de Chargaff fosse capaz de detectar uma diferenga entre 
o DNA de celulas normais e o de celulas cancerosas? Justifique 
a sua explicagao. 

Como voce pode imaginar, os dados de Chargaff nao foram 
completamente convincentes. Ele continuou a aprimorar suas 
tecnicas, como descrito no artigo posterior (Chargaff, 1951), 
em que ele descreveu relagoes molares de bases no DNA de 
vMos organismos: 
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Fonte 

A:G 

T:C 

A:T 

G:C 

Purinaipirimidma 

Boi 

1,29 

1,43 

1,04 

1,00 

1,1 

Humanos 

1,56 

1,75 

1,00 

1,00 

1,0 

Galinha 

1,45 

1,29 

1,06 

0,91 

0,99 

Saknao 

1,43 

1,43 

1,02 

1,02 

1,02 

Trigo 

1,22 

1,18 

1,00 

0,97 

0,99 

Levedura 

1,67 

1,92 

1,03 

1,20 

1,0 

Haemophilus in¬ 
fluenzae tipo c 

1,74 

1,54 

1,07 

0,91 

1,0 

E. coli K-12 

1,05 

0,95 

1,09 

0,99 

1,0 

Bacilo da tuberculose 

0,4 

0,4 

1,09 

1,08 

1,1 

aviaria 

Serratia marcescens 

0,7 

0,7 

0,95 

0,86 

0,9 

Bacillus schatz 

0,7 

0,6 

1,12 

0,89 

1,0 


(c) De acordo com Chargaff, como exposto na conclusao 1 
neste capitulo, “A composigao de bases do DNA geralmente va- 
ria de uma especie para a outra”. De um argumento, com base 
nos dados apresentados ate agora, que sustente essa conclusao. 

(d) De acordo com a conclusao 4, “Em todos os DNA ce- 
lulares, independentemente da especie... A + G = T + C”. De 
um argumento, com base nos dados apresentados ate agora, 
que sustente essa conclusao. 

Parte da intengao de Chargaff foi refutar a “hipotese do 
tetranucleotideo”. Essa era a ideia de que o DNA era um poli- 
mero monotone de tetranucleotideos (AGCT)^ e, portanto, in- 
capaz de center informagao de sequencias. Apesar de os dados 
apresentados anteriormente demonstrarem que o DNA nao 
pode ser simplesmente um tetranucleotideo - se fosse, todas 
as amostras teriam relagoes molares de 0,25 para cada base -, 


ainda seria posslvel que o DNA de diferentes organismos fosse 
levemente mais complexo na forma de sequencias repetidas, 
mas ainda monotone. 

Para tratar dessa questao, Chargaff pegou DNA de germe 
de trigo e o tratou com a enzima desoxirribonuclease por di¬ 
ferentes perlodos. Em cada intervalo de tempo, uma parte do 
DNA foi convertida a fragmentos pequenos, e os fragmentos 
grandes restantes foram chamados de “cerne”. Na tabela abai- 
xo, o percentual de “19% do cerne” corresponde aos fragmen¬ 
tos grandes remanescentes quando 81% do DNA foram degra- 
dados; “8% do cerne” correspondem aos fragmentos grandes 
remanescentes apos 92% de degradagao. 


Base 

DNA intacto 

19% do cerne 

8% do cerne 

Adenina 

0,27 

0,33 

0,35 

Guanina 

0,22 

0,20 

0,20 

Citosina 

0,22 

0,16 

0,14 

Timina 

0,27 

0,26 

0,23 

Rendimento 

0,98 

0,95 

0,92 


(e) Como voce usaria esses dados para argumentar que o 
DNA de germe de trigo nao e uma sequencia repetitiva mono- 
tona? 
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A complexidade das moleculas e dos sistemas apresen- 
tados neste livro pode, algumas vezes, ocultar uma 
realidade bioqmmica - o que se aprendeu e apenas o 
comego. Novos lipideos, protemas, carboidratos e acidos 
nucleicos sao descobertos a cada dia e, com frequencia, nao 
se tern nenhuma ideia sobre suas fungoes. Quantos ainda 
serao descobertos e quais serao suas fungoes? Ate mesmo 
moleculas bem caracterizadas continuam a desafiar os pes- 
quisadores com inumeras questoes mecanicas e funcionais 
nao resoMdas. Os milhares de sequencias genomicas com- 
pletas ja conhecidas fornecem uma estimativa da imensidao 
da tarefa a frente. Simplesmente nao sao conhecidas as fun- 
goes da maior parte do DNA - em geral, incluindo a metade 
on mais dos genes - em um genoma tipico. Essas mesmas 
sequencias genomicas tambem fornecem uma oportuni- 
dade sem precedentes. Nao ha maior fonte de informagoes 
sobre uma celula ou organismo do que as inseridas em seu 
proprio DNA. A tarefa de extrair essas informagoes originou 
sofisticadas tecnologias com base no DNA que agora estao 
no centro de quase toda a historia da bioquimica. Essas tec¬ 
nologias serao abordadas em cada um dos topicos explora- 
dos nos proximos capitulos. 

Como objetos de estudo, as moleculas 
de DNA apresentam um problema espe¬ 
cial - seu tamanho. Sem duvida, os cro- 
mossomos sao as maiores biomoleculas na 
celula. Como um pesquisador descobre a 
informagao que procura quando so uma 
pequena parte de um cromossomo inclui 
milhoes ou ate bilhoes de pares de bases 
contiguos? Solugoes para esses problemas 
comegaram a surgir na decada de 1970. 

Decadas de avangos por milhares de 
cientistas que trabalham em genetica, bio¬ 
qmmica, biologia celular e fisico-quimica 
se uniram nos laboratorios de Paul Berg, 

Herbert Boyer e Stanley Cohen para pro- 


duzir tecnicas de detecgao, isolamento, preparagao e estu¬ 
do de pequenos segmentos de DNA derivados de cromos- 
somos muito maiores. As tecnicas para a clonagem de DNA 
pavimentaram o caminho para o moderno campo da geno¬ 
mica e, de forma mais ampla, para muitas das tecnologias 
que contribuem para a biologia de sistemas, o estudo da 
bioquimica na escala de todas as celulas e organismos. 

Cada aluno ou instrutor, quando considera os temas 
apresentados neste capitulo, depara-se com um conflito. 
Primeiro, os metodos aqui descritos foram possiveis gragas 
aos avangos na compreensao do metabolismo do DNA e 
do RNA. Assim, e preciso entender alguns conceitos fun- 
damentais da replicagao do DNA, transcrigao do RNA, sin- 
tese de protemas e regulagao genica para entender como 
esses metodos funcionam. Ao mesmo tempo, no entanto, a 
bioquimica moderna se baseia nesses mesmos metodos, de 
modo que uma abordagem atual sobre qualquer aspecto da 
disciplina torna-se muito dificil sem uma introdugao ade- 
quada a eles. Apresentar esses metodos no inicio do livro 
e reconhecer que eles estao intrinsecamente interligados 
tanto aos avangos que Ihes deram origem quanto as mais 
novas descobertas que eles hoje tornam possiveis. Esses 
conceitos basicos e necessarios fazem da presente discus- 
sao nao apenas uma introdugao a tecnologia, mas tambem 
uma previa de muitos dos fundamentos da bioquimica do 
DNA e do RNA encontrados em capitulos posteriores. 

Inicialmente sao destacados os principios de clonagem 
do DNA e, em seguida, ilustrados a variedade de aplicagoes 
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e o potencial de muitas das tecnologias mais recentes que 
apoiam e aceleram o avango da bioqmmica. 

9.1 Estudo dos genes e seus produtos 

Uma pesquisadora isolou uma nova enzima que e a chave 
para uma doenga humana. Ela espera isolar grandes quan- 
tidades da protema a fim de cristaliza-la para seu estudo 
e analise estrutural. Deseja alterar os residuos de aminoa- 
cidos em seu sitio ativo para compreender a reagao que a 
enzima catalisa. Ela prepara um sofisticado programa de 
pesquisa para elucidar como essa enzima interage e e regu- 
lada por outras proteinas na celula. Tudo isso, e muito mais, 
se torna possivel se ela conseguir obter o gene que codifica 
sua enzima. Infelizmente, esse gene tern apenas alguns mi- 
Ihares de pares de bases no interior de um cromossomo hu¬ 
mane, com um tamanho medido em centenas de milhares 
de pares de bases. Como ela vai isolar o pequeno segmento 
de que necessita e, entao, estuda-lo? A resposta encontra- 
-se na clonagem do DNA e em metodos desenvoMdos para 
manipular genes clonados. 

Genes podem ser isolados por clonagem do DNA 

Um clone e uma copia identica. Esse termo foi original- 
mente aplicado a celulas de um unico tipo, isoladas e 
cultivadas para criar uma populagao de celulas identicas. 
Quando aplicado ao DNA, um clone representa muitas 
copias identicas de um segmento particular do gene. Em 
resumo, a pesquisadora deve cortar o gene do cromosso¬ 
mo maior, anexa-lo a uma porgao muito menor de DNA 
transportador e permitir que microrganismos fagam mui¬ 
tas copias dessa porgao para ela. Esse e o processo de clo¬ 
nagem de DNA. 0 resultado e a amplificagao seletiva de 
um determinado gene ou segmento de DNA, facilitando 
seu isolamento e estudo. Classicamente, a clonagem de 
DNA a partir de qualquer organismo envolve cinco proce- 
dimentos gerais: 

1. Cortar o DNA-alvo em locals precisos. Endonu¬ 
cleases especificas de sequencia (endonucleases de 
restrigao) fornecem as tesouras moleculares neces- 
sarias. 

2. Selecionar uma pequena molecula transporta- 
dora de DNA capaz de autorreplicagdo. Esses 
DNAs sao chamados vetores de clonagem (veto- 
res sao agentes de entrega). Sao geralmente plas- 
mideos ou DNAs virais. 

3. Juntar dois fragmentos de DNA de mode co- 
valente. A enzima DNA-ligase liga o vetor de clo¬ 
nagem e o DNA a ser clonado. Moleculas de DNA 
compostas por segmentos ligados de modo covalen- 
te a partir de duas ou mais fontes sao chamadas de 
DNAs recombinantes. 

4. Transportar o DNA recombinante do tuho de en- 
saio para uma celula hospedeira que ira propor- 
cionar a maquinaria enzimatica para a replicagao do 
DNA. 

5. Selecionar ou identificar as celulas hospedeiras 
que contem DNA recombinante. 


Os metodos utilizados para realizar essas e outras tarefas 
relacionadas sao coletivamente chamados de tecnologia 
do DNA recombinante ou, de modo mais informal, de en- 

genharia genetica. 

Grande parte dessa discussao inicial incidira sobre a 
clonagem de DNA na bacteria Escherichia coli, o primeiro 
organismo utilizado para o trabalho de DNA recombinante 
e ainda a celula hospedeira mais comum. A E. coli apre- 
senta muitas vantagens: o metabolismo do seu DNA (como 
muitos outros de seus processes bioquimicos) e bem com- 
preendido; muitos vetores de clonagem que ocorrem natu- 
ralmente associados a E. coli, como plasmideos e bacteri- 
ofagos (virus bacterianos, tambem chamado de fagos), sao 
bem caracterizados; e existem tecnicas para transportar 
o DNA rapidamente de uma celula bacteriana a outra. Os 
principles aqui discutidos sao amplamente aplicaveis a clo¬ 
nagem de DNA em outros organismos, topico discutido em 
mais detalhes adiante na segao. 

Endonucleases de restrigao e DNA-ligases produzem 
DNA recombinante 

Particularmente importante para a tecnologia do DNA re¬ 
combinante e um conjunto de enzimas (Tabela 9-1) que se 
tornou disponivel ao longo de decadas de pesquisa sobre 
o metabolismo de acidos nucleicos. Duas classes de enzi¬ 
mas estao no centre da abordagem classica para a geragao 
e propagagao da molecula de DNA recombinante (Figura 
9-1). Em primeiro lugar, as endonucleases de restrigao 
(tambem chamadas de enzimas de restrigao) reconhecem e 
clivam o DNA em sequencias especificas (sequencias de re- 
conhecimento ou sitios de restrigao) para gerar um conjun¬ 
to de fragmentos menores. Em segundo lugar, o fragmento 
do DNA a ser clonado e unido a um vetor de clonagem ade- 
quado, por meio de DNA-ligases, para ligar as moleculas 
de DNA. 0 vetor recombinante e entao introduzido em uma 
celula hospedeira que amplifica o fragmento no curso de 
muitas geragoes de divisao celular. 

Endonucleases de restrigao sao encontradas em um 
grande numero de especies bacterianas. No inicio da deca- 
da de 1960, Werner Arber descobriu que a fungao biologica 
dessas enzimas consiste em reconhecer e clivar o DNA exo- 
geno (o DNA de um virus infeccioso, por exemplo); afirma- 
-se que tal DNA esta restrito. No DNA da celula hospedeira, 
a sequencia que poderia ser reconhecida por sua propria 
endonuclease de restrigao e protegida da digestao pela me- 
tilagao do DNA, catalisada por uma metilase especifica. A 
endonuclease de restrigao e a metilase correspondente sao 
chamadas algumas vezes de sistema de restrigao-modi- 
ficagao. 

Ha tres tipos de endonucleases de restrigao, designa- 
das I, II e III. Os tipos I e III sao complexos geralmente 
grandes com multiplas subunidades, contendo atividades 
tanto de endonuclease quanto de metilase. As endonucle¬ 
ases de restrigao tipo I clivam o DNA em sitios aleatorios 
que podem estar a mais de 1.000 pares de base (pb) da 
sequencia de reconhecimento. As endonucleases de res¬ 
trigao tipo III clivam o DNA a cerca de 25 pb da sequencia 
de reconhecimento. Ambos os tipos se movem ao longo 
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TABELA9-1 


Algumas enzimas usadas na tecnologia do DNA recombinante 


Enzlma(s) 

Fun^ao 

Endonucleases de restrigao tipo II 

Clivam DNA em sequencias de bases especificas 

DNA-ligase 

Liga duas moleculas ou fragmentos de DNA 

DNA-polimerase I (E. coli) 

Preenche lacunas em DNA de fita dupla com adigao de nucleotideos as extremidades 3' 

Transcriptase reversa 

Faz uma copia de DNA a partir de uma molecula de RNA 

Polinucleotideo-cinase 

Adiciona um fosfato a extremidade 5'-OH de um polinucleotideo para marca-la ou permitir 
ligagao 

Terminal-transferase 

Adiciona caudas de homopolimeros as extremidades 3'-OH de um duplex linear 

Exonuclease III 

Remove residues nucleotidicos das extremidades 3' de uma fita de DNA 

Exonuclease do bacteriofago A 

Remove residues nucleotidicos das extremidades 5' de um duplex de DNA para expor as ex¬ 
tremidades 3' de fita simples 

Fosfatase alcalma 

Remove fosfatos terminals das extremidades 5'ou 3' (ou ambas) 


Vetor de 
clonagem 
(plasmideo) 

0 vetor de 
clonagem e 
clivado pela 
endonuclease 
de restri^ao. 




Cromossomo 
eucariotico 

0 fragmento de DNA de 
0 interesse e obtido pela 

clivagem do cromossomo 
com uma endonuclease 
de restri(;ao. 


Osfragmentos sao 
ligadosao vetor de 
clonagem preparado. 


DNA-ligase 


Vetor 

recombinante 


0 O DNA e introduzido 
na celula hospedeira. 


DNA hospedeiro 




@ A propaga^ao (clonagem) 
da celula transformada 
produz varias copias do 
DNA recombinante. 


do DNA em uma reagao que precisa da energia do ATP. 
As endonucleases de restrigao tipo II, isoladas pela 
primeira vez por Hamilton Smith em 1970, sao mais sim¬ 
ples, nao requerem ATP e catalisam a clivagem hidrolitica 
de ligagoes fosfodiesteres especificas no DNA dentro da 
propria sequencia de reconhecimento. A extraordinaria 
utilidade desse grupo de endonucleases de restrigao foi 
demonstrada por Daniel Nathans, que primeiro as utilizou 
para desenvolver novos metodos de mapeamento e analise 
de genes e genomas. 

Milhares de endonucleases de restrigao tipo II foram 
descobertos em diferentes especies bacterianas, e mais de 
100 sequencias de DNA diferentes sao reconhecidas por 
uma ou mais dessas enzimas. As sequencias de reconheci¬ 
mento tern em geral 4 a 6 pb de comprimento e sao palin- 
dromicas (ver Figura 8-18). A Tabela 9-2 lista as sequencias 
reconhecidas por algumas endonucleases tipo II. 

Algumas endonucleases de restrigao fazem cortes co- 
ordenados nas duas fitas do DNA, deixando dois a quatro 
nucleotideos de uma fita sem par em cada extremidade 
resultante. Essas fitas sem pares sao chamadas de extre- 
midades adesivas (Figura 9-2a), pois formam pares de 
bases entre si ou com extremidades adesivas complementa- 
res de outros fragmentos de DNA. Outras endonucleases de 
restrigao clivam ambas as fitas do DNA nas ligagoes fosfodi¬ 
esteres opostas, sem deixar nenhuma base sem par nas ex¬ 
tremidades, frequentemente chamadas de extremidades 
cegas (Figura 9-2b). 

0 tamanho medio dos fragmentos de DNA produzidos 
pela clivagem do DNA genomico com uma endonuclease de 



V 

J 
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FIGURA 9-1 llustra^ao esquematica da clonagem do DNA. Urn ve¬ 
tor de clonagem e cromossomos eucarioticos sao clivados separadamente 
com a mesma endonuclease de restrigao (urn unico cromossomo e mostra- 
do para fins de simplificagao). Os fragmentos a serem clonados sao entao 
ligados ao vetor de clonagem. 0 DNA recombinante resultante (apenas urn 
vetor recombinante e mostrado aqui) e introduzido em uma celula hospe¬ 
deira, onde pode ser propagado (clonado). Observe que este desenho nao 
esta em escala: o tamanho do cromossomo de E. coliem relagao aquele de 
urn tipico vetor de clonagem (como urn plasmideo) e muito maior do que 
o mostrado aqui. 
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TABELA9-2 


Sequencias de reconhecimento para algumas endonucleases de restri^ao tipo II 


BamHl 

i 

(5') G GATE C (3') 
CCTAGG 
* ^ 

HinmW 

i 

(5') AAGCTT(3') 
TTCGAA 

T 

Clal 

(5') AT C GAT (3') 

TAGCTA 

* 

Notl 

i 

(5') GCGGCCGC (3') 
CGCCGGCG 

T 

Ecom 

(5') GAATTC(3') 
CTTAAG 
* 1 

Pstl 

(5') CTGC A^G (3') 
GACGTC 

/jv ^ 

EcoHSf 

i 

(50 G A T A T C (30 
CTATAG 

t 

PvuW 

i 

(50 C A G C T G (30 
GTCGAC 

t 


Haem 


(5') G G^C C (3') 
CCGG 


mini 


i 

C5') GACNNNGTC C3') 
CTGNNNCAG 

T 


Nota: As setas indicam as ligagoes de fosfodiester clivadas per cada endonuclease de restrigao. Os asteriscos indicam bases metiladas pela metilase correspondente 
(quando conhecida). N denota qualquer base. Observe que o nome de cada enzima consiste em uma abreviagao de tres letras (em italico) da especie bacteriana da qual 
ela deriva, por vezes seguida por designagao da linhagem e de numeros romanos para distinguir diferentes endonucleases de restrigao isoladas das mesmas especies 
bacterianas. Entao BamM lea primeira (1) endonuclease de restrigao caracterizada isolada da linhagem H do .Bacyllus amyloliquefaciens. 


restrigao depende da frequencia na qual um sitio especifico 
de restrigao ocorre na molecula do DNA, que, por sua vez, 
depende muito do tamanho da sequencia de reconhecimento. 

Em uma molecula de DNA com sequencia aleatoria na 
qual todos os quatro nucleotideos sao igualmente abundan- 
tes, uma sequencia de 6 pb reconhecida por uma endonu¬ 
clease de restrigao como BamHl pode ocorrer, em media, 
uma vez a cada 4® (4.096) pb. Enzimas que reconhecem uma 
sequencia de 4 pb produzem fragmentos de DNA menores 
a partir de uma molecula de DNA com sequencia aleatoria; 
uma sequencia de reconhecimento desse tamanho ocorreria 
mais ou menos a cada 4^ (256) pb. Em moleculas naturais 
de DNA, sequencias de reconhecimento especificas tendem 
a ocorrer com menos frequencia do que essas, porque as 
sequencias nucleotidicas no DNA nao sao aleatorias e os 
quatro nucleotideos nao sao igualmente abundantes. Em 
experimentos laboratoriais, o tamanho medio de fragmentos 
produzidos pela clivagem por endonucleases de restrigao de 
um DNA grande pode ser aumentado simplesmente termi- 
nando a reagao antes de se completar o processo; o resul- 
tado e chamado de digestao parcial. 0 tamanho medio do 
fragmento tambem pode ser aumentado utilizando-se uma 
classe especial de endonucleases, chamadas de endonucle¬ 
ases homing (ver Figura 26-37). Elas reconhecem e clivam 
sequencias de DNA muito maiores (14 a 20 pb). 

Uma vez que a molecula de DNA tenha sido clivada 
em fragmentos, um determinado fragmento de tamanho 
conhecido pode ser parcialmente purificado por meio de 
eletroforese em gel de agarose ou poliacrilamida (p. 302) 
ou por HPLC (p. 92). Para um genoma tipico de mamifero, 
entretanto, a clivagem por endonucleases de restrigao ge- 
ralmente produz um numero muito grande de fragmentos 


de DNA diferentes para permitir o isolamento adequado 
de um segmento especifico. Uma etapa intermediaria co¬ 
mum na clonagem de um gene especifico ou segmento de 
DNA e a construgao de uma biblioteca de DNA (descrita 
na Segao 9.2). 

Apos o isolamento do fragmento de DNA-alvo, a DNA- 
-ligase pode ser utilizada para uni-lo a um vetor de clona¬ 
gem digerido de modo semelhante -isto e, um vetor dige- 
rido pela mesma endonuclease de restrigao; um fragmento 
gerado por A/coRI, por exemplo, em geral nao ira se unir a 
um fragmento gerado por BamHl. Como descrito mais de- 
talhadamente no Capitulo 25 (ver Figura 25-16), a DNA- 
-ligase catalisa a formagao de novas ligagoes fosfodiesteres 
em uma reagao que utiliza ATP ou um cofator semelhante. 
0 pareamento de bases das extremidades adesivas comple- 
mentares facilita muito a reagao da ligagao (Figura 9-2a). 
As extremidades cegas tambem podem ser ligadas, embora 
com menos eficiencia. Os pesquisadores podem criar no¬ 
vas sequencias de DNA inserindo fragmentos sinteticos de 
DNA (chamados de linkers^ entre as extremidades que es- 
tao sendo ligadas. Fragmentos de DNA inseridos com multi- 
plas sequencias de reconhecimento para endonucleases de 
restrigao (frequentemente uteis como pontos para insergao 
posterior de DNA adicional por clivagem e ligagao) sao cha¬ 
mados de polilinkers (Figura 9-2c). 

A eficacia das extremidades adesivas em unir seletiva- 
mente dois fragmentos de DNA foi revelada nos primeiros 
experimentos de DNA recombinante. Antes que as endonu¬ 
cleases estivessem amplamente disponiveis, alguns pesqui¬ 
sadores descobriram que podiam gerar extremidades ade¬ 
sivas pela agao combinada da exonuclease do bacteriofago 
A e da enzima terminal-transferase (Tabela 9-1). Eram adi- 
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DNA cromossomico 


EcoR\ 


Polilinker sintetico 


EcoR\ 




FIGURA 9-2 CMvagem de moleculas de DNA por endonucleases de 
restri^ao. As endonucleases de restrigao reconhecem e clivam apenas 
sequencias especificas, deixando tanto as extremidades adesivas (a) (com 
fitas simples salientes) quanto as extremidades cegas (b). Os fragmentos 
podem se ligar a outros DNA, como o vetor de clonagem clivado (urn plas- 
mideo) mostrado aqui. Esta reapao e facilitada pela renaturapao das extre¬ 
midades adesivas complementares. A ligapao e menos eficiente para os 
fragmentos de DNA com extremidades cegas do que para aqueles com 
extremidades adesivas complementares, e os fragmentos de DNA com di- 
ferentes extremidades adesivas (nao complementares) geralmente nao se 
ligam. (c) Urn fragmento de DNA sintetico com sequencias de reconheci- 
mento para varias endonucleases de restripao pode ser inserido em urn 
plasmideo que foi clivado por uma endonuclease de restripao. A inserpao e 
chamada de linker, uma inserpao com multiplos sitios de restripao e chama- 
da de polilinker. ^ Endonucleases de restripao 


cionadas caudas homopolimericas aos fragmentos a serem 
unidos. Peter Lobban e Dale Kaiser utilizaram esse metodo 
em 1971 nos primeiros experimentos para unir fragmentos 
de DNA de ocorrencia natural. Metodos semelhantes foram 
utilizados logo apos no laboratorio de Paul Berg para unir 
segmentos de DNA do virus de simios 40 (SV40) ao DNA 
derivado de bacteriofago A, criando assim a primeira mo- 
lecula de DNA recombinante com segmentos de DNA de 
especies diferentes. 

Os vetores de clonagem permitem a amplifica^o dos 
segmentos de DNA inseridos 

Os principios que regem a liberagao de DNA recombinan¬ 
te em uma forma clonavel a uma celula hospedeira e sua 
posterior amplificagao nessa celula sao bem ilustrados con- 
siderando-se dois vetores de clonagem comuns - os plasmi- 
deos e os cromossomos artificials de bacterias - utilizados 


em experimentos com A', coli e um vetor usado para clonar 
segmentos de DNA grandes em levedura. 

Plasmideos Um plasmideo e uma molecula de DNA circular 
que se replica separadamente do cromossomo hospedeiro. 
A grande variedade de plasmideos bacterianos que ocorre 
naturalmente varia de tamanho de 5.000 a 400.000 pb. Mui- 
tos dos plasmideos encontrados em populagoes bacterianas 
sao um pouco mais do que parasitas moleculares, seme¬ 
lhantes aos virus, mas com capacidade mais limitada de se 
transferir de uma celula para outra. Para sobrevLver na celu¬ 
la hospedeira, os plasmideos incorporam varias sequencias 
especializadas que os tornam capazes de utilizar a energia 
das celulas para sua propria replicagao e expressao genica. 

Os plasmideos de ocorrencia natural tern um papel 
simbiotico na celula: sao capazes de fornecer genes que 
conferem resistencia a antibioticos ou que realizam novas 
fungoes para a celula. Por exemplo, o plasmideo Ti deAgro- 
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hacterium tumefaciens torna a bacteria hospedeira capaz 
de colonizar as celulas de plantas e se utilizar de sua ener- 
gia. As mesmas propriedades que tornam os plasmideos 
capazes de sobreviverem em um hospedeiro bacteriano ou 
eucariotico sao uteis para os biologos moleculares desen- 
volverem um vetor para a clonagem de um segmento es- 
pecifico de DNA. 0 classico plasmideo de E. coli pBR322, 
desenvoMdo em 1977, e um bom exemplo de um plasmideo 
com caracteristicas uteis em quase todos os vetores de clo¬ 
nagem (Figura 9-3): 

1. 0 plasmideo pBR322 tern uma origem de replica- 
^ao, ou ori, uma sequencia onde a replicagao e ini- 
ciada por enzimas celulares (ver Capitulo 25). Essa 
sequencia e necessaria para propagar o plasmideo. 
Um sistema regulatorio associado limita a replica- 
gao para manter o pBR322 em um nivel de 10 a 20 
copias por celula. 

2 . 0 plasmideo contem genes que conferem resisten- 
cia aos antibioticos tetraciclina (Tet^) e ampicilina 
(Amp^), permitindo a selegao de celulas que con¬ 
tem o plasmideo intacto ou uma versao recombi- 
nante do plasmideo (discutida a seguir). 

3. Varias sequencias de reconhecimento unicas no 
pBR322 sao alvo para endonucleases de restrigao 
(Pstl, EcoRl, BamHl, Sail e Pvull), fornecendo si- 
tios onde o plasmideo pode ser cortado e inserido 
em um DNA exogeno. 

4. 0 pequeno tamanho do plasmideo (4.361 pb) fa- 
cilita sua entrada nas celulas e a manipulagao bio- 
quimica do DNA. Esse pequeno tamanho foi gerado 
simplesmente cortando-se muitos segmentos de 



FIGURA 9-3 O plasmideo construido de E coli pBR322. Observe a lo- 
calizagao de alguns importantes sitios de restrigao - para Psfl, EcoRI, BamH\, 
Sail e PvuW: genes com resistencia para ampicilina e tetraciclina; e a origem 
de replicagao (ori). Construido em 1977, este foi um dos plasmideos expres- 
samente projetados para clonagem em E. coli. 


DNA a partir de um plasmideo parental maior - se¬ 
quencias que o biologo molecular nao necessita. 

As origens de replicagao inseridas em vetores de plas¬ 
mideos comuns foram originalmente derivadas de plasmi¬ 
deos que ocorrem naturalmente. Como em pBR322, cada 
uma dessas origens e regulada para manter um numero de 
copias do plasmideo especifico. Dependendo da origem 
utilizada, o numero de copias do plasmideo pode variar de 
uma a centenas ou milhares por celula, proporcionando 
muitas opgoes para os investigadores. Dois plasmideos di- 
ferentes nao podem funcionar na mesma celula utilizando a 
mesma origem de replicagao, porque a regulagao de um ira 
interferir com a replicagao do outro. Esses plasmideos sao 
considerados incompativeis. Quando um pesquisador dese- 
ja introduzir dois ou mais plasmideos diferentes em uma 
celula bacteriana, cada plasmideo deve ter uma origem de 
replicagao diferente. 

No laboratorio, os pequenos plasmideos podem ser in- 
troduzidos em celulas bacterianas em um processo chama- 
do de transformagao. As celulas (frequentemente E. coli, 
mas outras especies bacterianas tambem sao utilizadas) e o 
DNA plasmidial sao incubados juntos a 0°C em uma solugao 
de cloreto de calcio e, em seguida, submetidos a cheque 
termico, alterando rapidamente a temperatura para entre 
37°C e 43°C. Por motives nao muito bem compreendidos, 
algumas das celulas tratadas desse modo captam o DNA 
plasmidial. Algumas especies de bacterias, como o Acine- 
tohacter haylyi, sao naturalmente competentes na capta- 
gao do DNA e nao necessitam de tratamento com cloreto 
de calcio - cheque termico. Em um metodo alternative, as 
celulas incubadas com o DNA plasmidial sao submetidas a 
um pulso eletrico de alta voltagem. Esse metodo, chamado 
de eletroporagao, torna a membrana bacteriana tempora- 
riamente permeavel a moleculas grandes. 

Independente da abordagem, relativamente poucas ce¬ 
lulas captam o DNA plasmidial, de modo que um metodo 
e necessario para identificar aquelas que o fazem. A estra- 
tegia e utilizar um dos dois tipos de genes no plasmideo, 
chamados de marcadores de selegao e triagem. Os marca- 
dores de selegao podem permitir tanto o crescimento de 
uma celula (selegao positiva) quanto matar a celula (sele¬ 
gao negativa), sob um conjunto definido de condigoes. 0 
plasmideo pBR322 fornece exemplos das selegoes positiva 
e negativa (Figura 9-4) . Um marcador de triagem e um 
gene que codifica uma proteina que leva a celula a produzir 
uma molecula colorida ou fluorescente. As celulas nao sao 
prejudicadas quando o gene esta presente, e as celulas que 
transportam o plasmideo sao facilmente identificadas pelas 
colonias coloridas ou fluorescentes que produzem. 

A transformagao de celulas bacterianas normals com 
DNA purificado (processo pouco eficaz) torna-se menos 
bem-sucedida com o aumento do tamanho do plasmideo, 
sendo dificil clonar segmentos de DNA maiores do que cer- 
ca de 15.000 pb, quando os plasmideos sao utilizados como 
o vetor. 

Para ilustrar a utilizagao de um plasmideo como vetor de 
clonagem, considere um gene bacteriano tipico, que codifi¬ 
ca uma recombinase chamada de proteina RecA (ver Capi¬ 
tulo 25). Na maior parte das bacterias, o gene que codifica 
RecA e um dos milhares de outros genes em um cromos- 
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Celulas de E coli sao transformadas e, 
entao, cultivadas em placas de agar 
contendo tetraciclina para isolar 
as linhagens que incorporaram 
o plasmideo. 
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© As celulas que crescem em tetraciclina (mas nao em tetraciclina + 
ampicilina) contem plasmideos recombinantes com resistencia a 
ampicilina interrompida, portanto o DNA exogeno. Celulas com 
pBR322, mas sem DNA exogeno, mantem a resistencia a 
ampicilina e crescem em ambas as placas. 


FIGURA 9-4 Utiliza^ao do pBR322 para donar DNA exogeno em E, 
coli e identificar as celulas que o contem. 9 Clonagem de plasmideo 


somo com milhares de pares de bases de comprimento. 0 
gene recA tern um pouco mais de 1.000 pb de comprimen¬ 
to. Um plasmideo seria uma boa escolha para a clonagem 
de um gene desse tamanho. Como descrito posteriormente, 
o gene clonado pode ser modificado de varies modes, e as 
variantes do gene podem ser expressas em nlveis elevados 
para permitir a purificagao da protelna codificada. 

Cromossomos artificials bacterianos Projetos de sequencia- 
mento de grandes genomas frequentemente exigem a clo¬ 
nagem de segmentos de DNA mais longos do que normal- 
mente podem ser incorporados em vetores de clonagem 
plasmidiais padrao, tais como o pBR322. Para atender a 
essa necessidade, foram desenvoMdos vetores plasmidiais 
com caracteristicas especiais que permitem a clonagem 
de segmentos muito longos (normalmente de 100.000 a 
300.000 pb) de DNA. Quando esses grandes segmentos de 
DNA clonado sao adicionados, esses vetores sao suficien- 
temente grandes para serem considerados cromossomos e 
sao chamados de cromossomos artificials bacterianos, 
on BAG (Figura 9-5) . 

Um vetor BAC (sem qualquer DNA clonado inserido) e 
um plasmideo relativamente simples, em geral nao muito 
maior do que outros vetores plasmidiais. Para acomodar 
segmentos de DNA clonado muito longos, os vetores BAC 
tern origens estaveis de replicagao que mantem o plasmi¬ 
deo em uma on duas copias por celula. 0 baixo numero 
de copias e util para a clonagem de grandes segmentos de 
DNA porque limita as oportunidades de reagoes de recom- 
binagao indesejadas que podem de modo imprevisto alte- 
rar grandes DNAs clonados ao longo do tempo. Os BACs 
tambem incluem genes par que codificam protelnas, as 
quais direcionam a distribuigao confiavel de cromossomos 
recombinantes para as celulas-filhas na divisao celular, au- 
mentando assim a probabilidade de cada uma delas trans- 
portar uma copia, mesmo quando algumas copias estao pre- 
sentes. 0 vetor BAC inclui tanto os marcadores de selegao 
quanto os marcadores de triagem. 0 vetor BAC mostrado 
na Figura 9-5 contem um gene que confere resistencia ao 
antibiotico cloranfenicol (Cm^). A selegao positiva para ve¬ 
tores contendo celulas ocorre em placas de agar contendo 
esse antibiotico. Um gene lacZ, necessario para a produgao 
da enzima j8-galactosidase, e um marcador de triagem ca- 
paz de revelar as celulas que contem os plasmideos - agora 
cromossomos - que incorporam os segmentos de DNA clo¬ 
nados. A j8-galactosidase catalisa a conversao da molecula 
incolor 5-bromo-4-cloro-3-indol-/3-D-galactopiranosldeo (X- 
-gal) a um produto azul. Se o gene intacto for expresso, a 
colonia que o contem sera azul. Se a expressao do gene e 
interrompida pela introdugao de um segmento de DNA clo¬ 
nado, a colonia sera branca. 

Cromossomos artificials de levedura Assim como no caso de E. 
coli, a genetica de leveduras e uma area de conhecimento 
bem desenvolvida. 0 genoma de Saccharomyces cerevi- 
siae contem apenas 14 X 10® pb (menos que quatro vezes 
o tamanho do cromossomo de E. coli ), e sua sequencia in- 
teira e conhecida. A levedura tambem e muito facil de ser 
mantida e cultivada em larga escala em um laboratorio. Ve¬ 
tores plasmidiais tern sido construldos para leveduras, em- 
pregando os mesmos princlpios que se aplicam para o uso 
de vetores de E. coli. Metodos convenientes para mover o 
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DNA para dentro e para fora das celulas de levedura permi- 
tem o estudo de muitos aspectos da bioquimica de celulas 
eucarioticas. Alguns plasmideos recombinantes incorporam 
multiplas origens de replicagao e outros elementos que Ihes 
permitem ser utilizados em mais de uma especie (p. ex., 
em leveduras e emE. coli). Esses plasmideos que podem 
ser propagados em celulas de duas ou mais especies sao 
chamados de vetores shuttle. 

As pesquisas em grandes genomas e a necessidade as- 
sociada de vetores de clonagem de alta capacidade leva- 
ram ao desenvoMmento de cromossomos artificials de 
levedura ou YAC (Figura 9-6). Os vetores YAC contem 
todos os elementos necessarios para manter um cromos- 


FIGURA 9-5 Cromossomos artificials bacterianos (BAC) como veto¬ 
res de clonagem. 0 vetor e um plasmideo relativamente simples, com 
uma origem de replicapao (ori) que direciona a replicapao. Os genes par, 
derivados de um tipo de plasmideo chamado de plasmideo F, auxiliam na 
distribuipao dos plasmideos para as celulas-filhas, na divisao celular. Isso 
aumenta a probabilidade de cada celula-filha carregar uma copia do plas¬ 
mideo, mesmo quando poucas copias estao presentes. 0 baixo numero de 
copias e util na clonagem de grandes segmentos de DNA porque limita as 
oportunidades para que reapoes de recombinapao indesejadas possam al- 
terar de modo imprevisivel grandes DMAs clonados ao longo do tempo. 0 
BAC inclui marcadores de selepao. Um gene locZ (necessario a produpao da 
enzima jS-galactosidase) se situa na regiao de clonagem de tal modo que ele 
e inativado pelas inserpoes de DNA clonado. A introdupao de BACs recom¬ 
binantes nas celulas por eletroporapao e promovida pelo de uso de celulas 
com uma parede celular alterada (mais porosa). Os DNAs recombinantes sao 
triados para resistencia ao antibiotico cloranfenicol (Cm^). As placas tambem 
contem X-gal, um substrate para j8-galactosidase que gera um produto azul. 
As colonias com jS-galactosidase ativas e, portanto, nenhum DNA inserido 
no vetor BAC se tornam azuis; as colonias sem atividade de jS-galactosidase 
e, portanto, com o DNA desejado inserido sao brancas. 


some eucariotico no nucleo da levedura: uma origem de 
replicagao de levedura, dois marcadores de selegao e se- 
quencias especializadas (derivadas de telomeros e do cen- 
tromero) necessarias para a estabilidade e a segregagao 
adequadas dos cromossomos na divisao celular (ver Capi- 
tulo 24). Na preparagao para seu uso na clonagem, o vetor 
e propagado como um plasmideo bacteriano circular e, en- 
tao, isolado e purificado. A clivagem com endonuclease de 
restrigao {BamYil na Figura 9-6) remove um segmento do 
DNA entre duas sequencias de telomeros (TEL), deixan- 
do os telomeros nas extremidades do DNA linearizado. A 
clivagem em outro sitio interno (por EcoUl na Figura 9-6) 
divide o vetor em dois segmentos de DNA, chamados de 
bragos do vetor, cada qual com um marcador de selegao 
diferente. 

0 DNA genomico a ser clonado e preparado por diges- 
tao parcial com endonucleases de restrigao para obter um 
tamanho de fragmento adequado. Em seguida, os frag- 
mentos genomicos sao separados por eletroforese em 
gel de campo pulsado, uma variagao da eletroforese em 
gel (ver Figura 3-18) que separa os segmentos de DNA 
muito grandes. Os fragmentos de DNA de tamanho ade¬ 
quado (ate cerca de 2 X 10® pb) sao misturados com os 
bragos do vetor preparado e ligados. A mistura de ligagao e 
entao utilizada para transformar celulas (pre-tratadas para 
degradar parcialmente suas paredes celulares) com essas 
moleculas de DNA muito grandes - que agora tern estru- 
tura e tamanho para serem consideradas cromossomos 
de levedura. A cultura em um meio que exige a presen- 
ga de ambos os genes marcadores de selegao assegura o 
crescimento somente das celulas de levedura que contem 
um cromossomo artificial com grande insergao colocada 
entre os dois bragos do vetor (Figura 9-6). A estabilidade 
dos clones YAC aumenta com o comprimento do segmen¬ 
to de DNA clonado (ate certo ponto). Aqueles contendo 
insergoes com mais de 150.000 pb sao quase tao estaveis 
quanto cromossomos celulares normals, ao passo que os 
com insergoes de menos de 100.000 pb de comprimento 
sao gradativamente perdidos durante a mitose (portanto, 
em geral nao existe nenhum clone de celulas de levedura 
carregando apenas as extremidades de dois vetores liga- 
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FIGURA 9-6 Constru^ao de um cromossomo artificial de levedura 
(YAC). Um vetorYAC inclui uma origem de replicagao (ori), um centromere 
(CEN), dois telomeres (TEL) e marcadores de selegao (XeY). A digestao por 
BamHl e EcoRI gera dois bragos de DNA separados, cada um com uma ex- 
tremidade telomerica e um marcador de selegao. Um grande segmento de 
DNA (p. ex., ate 2 X 10^ pb de um genoma humane) se liga aos dois bragos 
para criar um cromossomo artificial de levedura. 0 YAC transforma as celulas 
de levedura (preparadas pela remogao da parede celular para formar esfe- 
roplastos) e as celulas sao selecionadas para Ye Y; as celulas sobreviventes 
propagam as insergoes de DNA. 


dos juntos ou vetores com apenas insergoes curtas). Os 
YAC sem um telomero em cada uma das extremidades se 
degradam rapidamente. 


Como acontece com os BACs, os vetores YAC podem 
ser utilizados para clonar segmentos de DNA muito longos. 
Alem disso, o DNA clonado em um YAC pode ser modifica- 
do para o estudo de fungoes de sequencias especializadas 
no metabolismo de cromossomos, mecanismos de regula- 
gao e expressao genica e muitos outros problemas na biolo- 
gia molecular eucariotica. 

Genes clonados podem ser expresses para amplificar a 
produ^ao de proteinas 

Frequentemente o produto de um gene clonado, mais que 
o proprio gene, e o interesse principal, sobretudo quando a 
proteina tern valor comercial, terapeutico ou de pesquisa. 
Os bioquimicos utilizam proteinas purificadas para muitos 
fins, incluindo a descoberta do seu funcionamento, o estu¬ 
do de mecanismos de reagao, a geragao de anticorpos para 
as proteinas, a reconstituigao de atividades celulares com- 
plexas no tubo de ensaio com componentes purificados e o 
exame de parceiros de ligagao de proteinas. Com uma com- 
preensao maior sobre os fundamentos do DNA, do RNA e 
do metabolismo proteico e sua regulagao em um organismo 
hospedeiro como a E. coli ou leveduras, os pesquisadores 
manipulam celulas para expressar genes clonados a fim de 
estudar sens produtos proteicos. 0 objetivo geral e modi- 
ficar as sequencias ao redor de um gene clonado para en- 
ganar o organismo hospedeiro a fim de produzir o produto 
proteico do gene, frequentemente em niveis muito eleva- 
dos. A superexpressao de uma proteina torna sua purifica- 
gao subsequente muito mais facil. 

Como exemplo, sera utilizada a expressao de uma pro¬ 
teina eucariotica em uma bacteria. Os genes eucarioticos 
tern sequencias circundantes necessarias para sua transcri- 
gao e regulagao nas celulas dos quais sao derivados, mas 
essas sequencias nao funcionam em bacterias. Assim, os 
genes eucarioticos nao tern os elementos de sequencia de 
DNA necessaries para sua expressao controlada em celu¬ 
las bacterianas - promotores (sequencias que informam 
a RNA-polimerase onde se ligar para iniciar a sintese de 
mRNA), sitios de ligagao de ribossomos (sequencias que 
permitem a tradugao de mRNA para proteina) e sequencias 
regulatorias adicionais. Portanto, as sequencias regulato- 
rias bacterianas adequadas para a transcrigao e tradugao 
devem ser inseridas no DNA vetor nas posigoes corretas em 
relagao ao gene eucariotico. Em alguns cases, genes clona¬ 
dos sao expresses de maneira tao eficiente que seus produ¬ 
tos proteicos representam 10% ou mais da proteina celular. 
Nessas concentragoes, algumas proteinas estranhas podem 
matar a celula hospedeira (geralmente A*. coli^ \ portanto, a 
expressao do gene clonado deve ser limitada a poucas horas 
antes da coleta das celulas. 

Vetores de clonagem com sinais de transcrigao e tra¬ 
dugao necessaries a expressao regulada de um gene clo¬ 
nado sao chamados de vetores de expressao. A taxa de 
expressao do gene clonado e controlada pela substituigao 
do promoter normal e sequencias regulatorias do gene por 
versoes mais eficientes e convenientes fornecidas pelo ve¬ 
tor. Geralmente, um promoter bem caracterizado e seus 
elementos regulatorios sao posicionados proximos a varies 
sitios de restrigao exclusives para a clonagem, de mode que 
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FIGURA 9-7 Sequencias de DNA em um tfpico vetor de expressao 
de E co/f. 0 gene a ser expresso e inserido em um dos sitios de restrigao 
no polilinker, perto do promotor (P), com a extremidade do gene codifican- 
do a terminapao amina da proteina posicionada o mais perto possivel do 
promotor. 0 promotor permite a transcripao eficiente do gene inserido, e a 
sequencia de transcripao-terminapao algumas vezes aumenta a quantidade 
e a estabilidade do mRNA produzido. 0 operador (0) permite a regulapao 
por um repressor que se liga a ele. 0 sitio de ligapao do ribossomo fornece 
sinais de sequencias para a tradupao eficiente do mRNA derivado do gene. 
0 marcador selecionado permite a selepao de celulas contendo o DNA re- 
combinante. 


genes inseridos nos sitios de restrigao sejam expresses a 
partir desses elementos do promotor regulado (Figura 
9-7). Alguns desses vetores incorporam outras caracteris- 
ticas, tais como um sitio de ligagao de ribossomos bacte- 
rianos, para potencializar a tradugao do mRNA derivado 
do gene (Capitulo 27) on uma sequencia de terminagao da 
transcrigao (Capitulo 26). 

Muitos sistemas diferentes sao utilizados para expressar 
protei'nas recombinantes 

Todo organismo vivo tern a capacidade de expressar genes 
em sen DNA genomico; portanto, em principio, qualquer or¬ 
ganismo pode ser um hospedeiro para expressar proteinas 
de especies diferentes (heterologas). De fato, quase todos 
os tipos de organismos sao utilizados para esse fim, e cada 
tipo de hospedeiro tern um conjunto proprio de vantagens 
e desvantagens. 

Bacterias As bacterias, especialmente E. coli, sao os hos- 
pedeiros mais comuns para a expressao de proteinas. As 
sequencias regulatorias que determinam a expressao geni- 
ca em E. coli e em muitas outras bacterias sao bem com- 
preendidas e podem ser aproveitadas para expressar pro¬ 
teinas clonadas em niveis elevados. As bacterias sao faceis 
de armazenar e cultivar em laboratorio, em meios de cultivo 
baratos. Tambem existem metodos eficientes para colocar 
DNA em bacterias e extrair 0 DNA delas. As bacterias podem 
ser cultivadas em grandes quantidades em fermentadores 
comerciais, fornecendo uma rica fonte de proteinas clona¬ 
das. Entretanto, existem problemas. Quando expressas em 
bacterias, algumas proteinas heterologas nao se dobram cor- 


retamente, e muitas nao fazem as ligagoes covalentes on a 
clivagem proteolitica necessarias a sua atividade. Devido a 
certas caracteristicas de uma sequencia genica, dificilmente 
um gene especifico tambem se expressa em bacterias. Por 
exemplo, regioes intrinsecamente desordenadas sao mais 
comuns em proteinas eucarioticas. Expressas em bacterias, 
muitas proteinas eucarioticas se agregam em precipitados 
celulares insoluveis chamados de corpos de inclusao. Por 
essas e muitas outras razoes, algumas proteinas eucarioti¬ 
cas sao iuativas quando purificadas de bacterias ou nao se 
expressam de modo algum. Para ajudar a lidar com alguns 
desses problemas, novas linhagens bacterianas hospedeiras 
sao regularmeute deseuvoMdas para iucluir melhorias, como 
a preseuga de chaperouas proteicas eucarioticas ou euzimas 
que modifiquem as proteinas eucarioticas. 

Ha muitos sistemas especializados para expressar pro¬ 
teinas em bacterias. 0 promotor e as sequencias regulato¬ 
rias associadas ao operon lactose (ver Capitulo 28) sao com 
frequencia fusionados ao gene de interesse para direcio- 
nar a transcrigao. 0 gene clonado sera transcrito quando 
a lactose for adicionada ao meio de cultivo. Entretanto, a 
regulagao no sistema lactose e “frouxa”; ela nao e desligada 
completamente quando a lactose esta ausente - problema 
potencial se o produto do gene clonado for toxico para as 
celulas hospedeiras. A transcrigao a partir do promotor Lac 
tambem nao e muito eficiente para algumas aplicagoes. 

Um sistema alternative utiliza um promotor e a RNA-po- 
limerase encontrada em um virus bacteriano chamado de 
bacteriofago T7. Se o gene clonado for fusionado a um pro- 
motor T7, ele nao sera transcrito pela RNA-polimerase de 
E. coli, mas pela RNA-polimerase T7. 0 gene que codifica 
essa polimerase e clonado separadamente na mesma celula 
em uma construgao que proporciona uma regulagao rigoro- 
sa (permitindo a produgao controlada da RNA-polimerase 
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FIGURA 9-8 Expressao regulada da protema RecA em uma celula bac- 
terlana. 0 gene que codifica a proteina RecA, fusionado com o promotorT7 
do bacteriofago, e clonado em um vetor de expressao. Em condiqoes normais 
de crescimento (nao induzido), nenhuma proteina RecA aparece. Quando a 
RNA-polimerase deT7 e induzida na celula, o gene recA e expresso e grandes 
quantidades da proteina RecA sao produzidas. As posiqoes dos marcadores 
de peso molecular padrao que correm no mesmo gel sao indicadas. 
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T7). A polimerase tambem e muito eficiente e direciona m- 
veis elevados de expressao da maioria dos genes fusionados 
no promotor T7. Esse sistema e utilizado para expressar a 
protema RecA em celulas bacterianas (Figura 9-8) . 

Leveduras A levedura Saccharomyces cerevisiae e prova- 
velmente o organismo eucariotico mais bem compreendido 
e um dos mais faceis de cultivar e manipular em laboratorio. 
Como as bacterias, essa levedura pode crescer em meios 
simples e baratos. A levedura tern paredes celulares resis- 
tentes, que sao diflceis de romper para introduzir vetores 
de DNA; assim, as bacterias sao mais convenientes para fa- 
zer a maior parte da engenharia genetica e manutengao de 
vetores. E por isso que o vetor de leveduras foi propagado 
pela primeira vez em bacterias. Existem varies excelentes 
vetores de transporte para esse fim. 

Os principios subjacentes a expressao de uma pro¬ 
tema em leveduras sao os mesmos daqueles em bacterias. 
Os genes clonados devem ser ligados aos promotores que 
podem direcionar a expressao de alto nivel em leveduras. 
Por exemplo, os genes da levedura GALl e GALIO sao re- 
gulados pela celula de modo a serem expresses quando as 
celulas da levedura sao cultivadas em meios com galactose, 
mas desligados quando as celulas sao cultivadas em glicose. 
Assim, se um gene heterologo e expresso utilizando as mes- 
mas sequencias reguladoras, a expressao desse gene pode 
ser controlada simplesmente pela escolha de um meio ade- 
quado para o crescimento celular. 

Alguus dos mesmos problemas que acompauham a ex¬ 
pressao de proteluas em bacterias tambem ocorrem em 
leveduras. Proteluas heterologas podem uao se dobrar cor- 
retameute, a levedura talvez uao teuha as euzimas uecessa- 
rias para modificar as proteluas em suas formas ativas, ou 
a expressao de proteluas pode ser dificultada por algumas 
caracterlsticas da sequeucia geuica. Eutretauto, como o S. 
cerevisiae e um eucarioto, a expressao de genes eucarioti- 
cos (especialmeute os genes de leveduras) e algumas vezes 
mais eficiente uesse hospedeiro do que em bacterias. 0 eno- 
velameuto e a modificagao dos produtos tambem podem ser 
mais precisos do que uas proteluas expressas em bacterias. 

Insetos e virus de insetos Os baculovlrus sao virus de iusetos 
com geuomas de DNA de cadeia dupla. Ao infectarem larvas 
de iusetos hospedeiras, agem como parasitas, mataudo as 
larvas e transformaudo-as em fabricas de produgao de virus. 
No final do processo de iufeegao, os virus produzem graudes 
quautidades de duas proteluas (plO e poliedriua), ueuhuma 
das quais e uecessaria para a produgao do virus em celulas de 
iuseto cultivadas. Os genes para ambas as proteluas podem 
ser substituldos pelo gene de uma protema heterologa. Quan¬ 
do 0 virus recombiuaute resultaute e utilizado para iufectar 
celulas ou larvas de iusetos, a protelua heterologa e frequen- 
temeute produzida em ulveis muito elevados - ate 25% do 
total de proteluas preseutes no final do ciclo de iufeegao. 

0 nucleopoliedrovlrus multicapsldeo Autographa ca- 
lifornica (AcMNPV) e o baculovirus mais utilizado para 
a expressao de proteluas. Ele tern um genoma grande de- 
mais (134.000 pb) para a clonagem direta. A purificagao de 
virus tambem e complicada. Esses problemas foram resol- 
vidos com a criagao de bacmideos, DNA circulares gran- 
des que incluem todo o genoma do baculovlrus, alem das 


sequencias que permitem a replicagao do bacmldeo em E. 
coli (Figura 9-9). 0 gene de interesse e clonado em um 
plasmldeo menor e combinado com o plasmldeo maior por 
recombinagao sltio-especlfica in vivo (ver Figura 25-37). 
0 bacmldeo recombinante e entao isolado e transfectado 
para as celulas de insetos (o termo transfeegao e utiliza¬ 
do quando o DNA utilizado para a transformagao inclui se¬ 
quencias virais e leva a replicagao viral), seguido por uma 
recuperagao da protelua assim que termina o ciclo de in- 
feegao. Uma grande variedade de sistemas de bacmideos 
esta disponlvel comercialmente. Os sistemas de baculovlrus 
uao sao bem-sucedidos com todas as proteluas. Eutretauto, 
com esses sistemas, as celulas de insetos algumas vezes re- 
plicam com sucesso os padroes de modificagao de protelua 
de eucariotos superiores e produzem proteluas eucarioticas 
ativas corretamente modificadas. 

Celulas de mamiferos em cultura 0 modo mais conveniente 
para se introduzir genes clonados em uma celula de maml- 
fero e por meio de virus. Esse metodo tern a vantagem de 
utilizar a capacidade natural de um virus para inserir seu 
DNA ou RNA em uma celula e, por vezes, no cromossomo 
celular. Diversos virus de mamiferos geneticamente modifi- 
cados estao disponlveis como vetores, incluindo o adenovi¬ 
rus e retrovirus humanos. 0 gene de interesse e clonado, de 
modo que a sua expressao seja controlada por um promotor 
do virus. 0 virus utiliza sens mecanismos de iufeegao na- 
turais para introduzir o genoma recombinante uas celulas, 
onde se expressa a protelua clonada. Esses sistemas tern 
a vantagem de as proteluas serem expressas transitoria- 
mente (se o DNA viral for mantido separadamente a partir 
do genoma da celula hospedeira e, por fim, degradado) ou 
permanentemente (se o DNA viral for integrado no genoma 
da celula hospedeira). Com a escolha correta da celula hos¬ 
pedeira, a modificagao pos-tradugao adequada da protelua 
para sua forma ativa pode ser assegurada. Eutretauto, o 
crescimento de celulas de mamiferos em culturas de teci- 
dos e muito caro, e essa tecnologia e geralmente utilizada 
para testar a fungao de uma protelua in vivo, em vez de 
produzir uma protelua em graudes quautidades. 

A altera^ao de genes clonados produz protei'nas 
alteradas 

Tecnicas de clonagem podem ser utilizadas uao so para pro¬ 
duzir mais proteluas, mas para produzir produtos proteicos 
alterados, sutilmente ou de forma drastica, a partir de suas 
formas nativas. Aminoacidos especlficos podem ser substi¬ 
tuldos individualmente por mutagenese sitio-direciona- 
da. Essa tecnica melhorou substancialmente as pesquisas 
sobre proteluas, ao permitir que os investigadores fagam 
alteragoes especlficas na estrutura primaria e analisem os 
efeitos dessas alteragoes no enovelamento, na estrutura tri¬ 
dimensional e na atividade de proteluas. Essa abordagem 
poderosa para estudar a estrutura e fungao das proteluas 
muda a sequeucia de aminoacidos pela alteragao da se- 
quencia de DNA do gene clonado. Se os sltios de restrigao 
adequados se situam ao lado da sequeucia a ser alterada, os 
pesquisadores podem simplesmente remover um segmento 
de DNA e substitul-lo por um sintetico identico ao original, 
exceto para a mudanga desejada (Figura 9-lOa). 
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FIGURA 9-9 Clonagem com baculovirus. (a) Aqui e mostrada a constru- 
qao de urn vetor tipico utilizado para a expressao de proteinas em baculovi¬ 
rus. 0 gene de interesse e clonado em urn plasmideo pequeno (esquerda) 
entre dois sitios {att) reconhecidos pela recombinase sitio-especifica, sendo 
em seguida introduzido no vetor do baculovirus por recombinaqao sitio- 
-especifica (ver Figura 25-37). Isso gera urn produto de DNA circular utilizado 
para infectar as celulas de uma larva de inseto. 0 gene de interesse e expres- 
so durante o cicio de infecqao, abaixo de urn promotor que normalmente 
expressa uma proteina de revestimento de baculovirus em niveis muito ele- 
vados. (b) As fotografias mostram (a esquerda) uma larva de inseto infectada 
com o vetor do baculovirus recombinante expressando uma proteina que 
produz cor vermelha e (a direita) uma larva nao infectada. 


Na ausencia de sitios de restrigao adequadamente loca- 
lizados, a mutagenese oligonucleotideo-direcionada 

pode criar uma alteragao especifica na sequencia de DNA 
(Figura 9-10b). Duas cadeias de DNA curtas, sintetizadas 
de modo complementar, cada uma com a alteragao de base 
desejada, sao renaturadas em cadeias opostas do gene clo¬ 
nado dentro de um vetor de DNA circular adequado. 0 mal- 
pareamento de um unico par de bases em 30 a 40 pb nao im¬ 
pede a renaturagao. Os dois oligonucleotideos renaturados 
sintetizam o primeiro DNA em ambas as diregoes ao redor 
do vetor de plasmideo, criando duas fitas complementares 
que contem a mutagao. Apos varies ciclos de amplificagao 
seletiva, utilizando uma tecnica chamada de reagao em ca- 
deia da polimerase (PCR; descrita na p. 327), a mutagao 
contendo o DNA predomina na populagao e pode ser utili- 
zada para transformar bacterias. A maior parte das bacte- 
rias transformadas tera plasmideos portadores da mutagao. 
Se necessario, o molde do DNA do plasmideo nao mutante 
pode ser seletivamente eliminado por clivagem com a en- 
zima de restrigao Dpnl. 0 plasmideo-molde, geralmente 
isolado a partir de um tipo selvagem de E. coli, tern um 
residue A metilado em cada copia do palindrome de quatro 
nucleotides, GATC (chamado de sitio dam; ver Figura 25- 
21). 0 novo DNA contendo a mutagao nao tern residues A 
metilados porque a replicagao e realizada in vitro. A Dpnl 
diva seletivamente o DNA na sequencia GATC apenas se o 
residue A de uma ou ambas as cadeias for metilado, isto e, 
ela degrada apenas o molde. 

No case do gene recA bacteriano, o produto desse gene, 
a proteina RecA, tern varias atividades (ver Segao 25.3). Ela 
liga e forma uma estrutura filamentosa no DNA, alinha dois 
DNAs de sequencias semelhantes e hidrolisa o ATR Um 
residue de aminoacido especial na RecA (polipeptideo de 
352 residues), o residue Lys na posigao 72, esta envoMdo 
na hidrolise do ATR Alterando o Lys^^ para uma Arg, uma 
variante da proteina RecA e criada e ira ligar, mas nao hi- 
drolisar o ATR (Figura 9-10c). A engenharia e a purificagao 
dessa proteina variante RecA tern facilitado a investigagao 
sobre os papeis da hidrolise do ATR no funcionamento des¬ 
sa proteina. 

Em genes podem ser introduzidas alteragoes que en- 
volvem mais de um par de bases. Grandes partes de um 
gene podem ser excluidas cortando-se um segmento com 
endonucleases de restrigao e ligando as porgoes remanes- 
centes para formar um gene menor. Ror exemplo, se uma 
proteina tiver dois dominios, o segmento do gene que co- 
difica um dos dominios pode ser removido para produzir 
uma proteina que agora tern apenas um dos dois originals. 
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renatura^ao de fitas segmento sintetico de DNA substitui urn frag- 

recem-sintetizadas. mento removido por uma endonuclease de 

restrigao. (b) Urn par de oligonucleotideos sin- 
teticos e complementares com uma mudanga 
de sequencia especifica em uma posigao e hibridizado a urn plasmideo cir¬ 
cular com uma copia clonada do gene que sera alterado. Os oligonucleo¬ 
tideos mutados atuam como iniciadores para a sintese de todo o compri- 
mento da copia de DNA duplex do plasmideo que contem a mudanga de 
sequencia especifica. Essas copias de plasmideos sao entao utilizadas para 
transformar as celulas. (c) Resultados de urn sequenciador automatizado 
(ver Figura 8-34), mostrando as sequencias de urn tipo selvagem de gene 
recA (superior), e urn gene recA alterado (inferior) com o tripio (codon) na 
posigao 72 alterado de AAA para CGC, especificando urn Arg (R) em vez de 
urn residue Lys (K). 


Partes dos dois genes diferentes podem ser ligadas para 
criar novas combinagoes; o produto desse gene fusiona- 
do e chamado de protema de fusao. Pesquisadores tern 
metodos engenhosos para realizar praticamente qualquer 
alteragao genetica in vitro. Apos a reintrodugao do DNA 
alterado na celula, eles investigam as consequencias dessa 
alteragao. 

Marcadores terminals fornecem instrumentos para a 
purifica^o porafinidade 

A cromatografia de afinidade e um dos metodos mais efi- 
cientes para a purificagao de protemas (ver Figura 3-17c). 
Infelizmente, muitas protemas nao se ligam a um ligan- 
te que possa ser convenientemente imobilizado em uma 
matriz de coluna. Entretanto, o gene para quase todas as 
protemas pode ser alterado para expressar uma protema 
de fusao purificada por cromatografia de afinidade. 0 gene 
que codifica a proteina-alvo e fusionado com um gene que 
codifica um peptideo ou protema que se liga a um ligante 
simples e estavel, com elevada afinidade e especificidade. 0 
peptideo ou protema utilizado para essa finalidade e deno- 
minado marcador. As sequencias dos marcadores sao adi- 


cionadas a genes de tal modo que as protemas resultantes 
tenham marcadores em seu grupo amino ou carboxila ter¬ 
minal. A Tabela 9-3 lista alguns dos peptideos ou protemas 
comumente utilizados como marcadores. 


TABELA 9-3 


Caudas proteicas comumente usadas 


Marcadores protekos/ Massa 

peptidicos molecular (kDa) Ligante Imobilizado 


Proteina A 

59 

Porgao Fc da IgG 

(His)^ 

0,8 


Glutationa-^-transfera- 
se (GST) 

26 

Glutationa 

Protema ligante de 
maltose 

41 

Maltose 

j8-Galactosidase 

116 

p - Aminofenil-j8 -D-tio- 
galactosideo (TPEG) 

Dominio ligante de 
quitina 

5,7 

Quitina 
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de fusao na celula 
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0 procedimento geral pode ser ilustrado focalizando um 
sistema que utiliza a glutationa-S-transferase (GST) (Figu- 
ra 9-11). A GST e uma pequena enzima {M^ 26.000) que se 
liga fortemente e de mode especifico a glutationa. Quando a 
sequencia do gene de GST e fusionada ao gene-alvo, a pro¬ 
tema de fusao adquire a capacidade de se ligar a glutationa. 
A protema de fusao e expressa em um organismo hospedei- 
ro, tal como uma bacteria, e um extrato bruto e preparado. 
Uma coluna e preenchida com matriz porosa, que consiste em 
um ligante (glutationa) imobilizado por esferas microscopicas 
de um polimero reticulado estavel, como a agarose. A medi- 
da que o extrato bruto se infiltra por essa matriz, a protema 
de fusao e imobilizada por sua ligagao a glutationa. As outras 
protemas no extrato sao lavadas e descartadas da coluna. A 
interagao entre GST e glutationa e firme, porem nao covalen- 
te, permitindo que a protema de fusao seja eluida suavemente 
da coluna com uma solugao que contem alta concentragao de 
sais ou de glutationa livre para competir com o ligante imo¬ 
bilizado pela ligagao com a GST. A protema de fusao e obtida 
muitas vezes com boa produgao e alta pureza. Em alguns sis- 
temas dispomveis comercialmente, o marcador pode ser re- 
movido em grande parte ou totalmente da protema de fusao 
purificada por uma protease que cliva uma sequencia proxima 
da jungao entre a protema-alvo e seu marcador. 

Um marcador mais curto, com ampla aplicagao, consiste 
em uma sequencia simples de seis ou mais residuos His. Es¬ 
ses marcadores de histidina, ou marcadores His, se ligam de 



Outras protemas Protemas de fusao sao eluidas 

passam pela coluna. pela solugao de glutationa. 


FIGURA 9-11 Utilizagao de protemas 
marcadas na purificagao de protei- 
nas. (a) A glutationa-S-transferase (GST) 
e uma pequena enzima que liga a gluta¬ 
tiona (residuo de glutamato no qual um 
dipeptideo Cys-Gly se liga ao carbono da 
carboxila da cadeia lateral de Glu, dai sua 
abreviagao GSH). (b) 0 marcador de GST 
se fusiona ao terminal carboxila da pro¬ 
tema por meio de engenharia genetica. 
A proteina marcada expressa na celula 
esta presente no extrato bruto quando as 
celulas sao lisadas. 0 extrato e submetido 
a cromatografia de afinidade (ver Figura 
3-17c) por uma matriz com glutationa 
imobilizada. A proteina marcada com 
GST se liga a glutationa, retardando sua 
migragao pela coluna, enquanto as ou¬ 
tras protemas sao lavadas rapidamente. 
Depois a protema marcada e eluida com 
uma solugao contendo uma concentra¬ 
gao elevada de sal ou livre de glutationa. 
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modo firme e especificamente, aos ions de mquel. A matriz 
da cromatografia com ions de imobilizados pode ser 
utilizada para separar rapidamente uma proteina marcada 
com His de outras proteinas no extrato. Alguns dos marca- 
dores maiores, como a proteina de ligagao de maltose, pro- 
porcionam estabilidade e solubilidade adicionais, permitin- 
do a purificagao de proteinas clonadas que, de outro modo, 
seriam inativas em consequencia de um enovelamento ina- 
dequado on insolubilidade. 

A cromatografia de afinidade utilizando marcadores ter- 
minais e um metodo poderoso e conveniente. Os marcado¬ 
res tern sido utilizados com sucesso em milhares de estu- 
dos publicados; em muitos cases, seria impossivel purificar 
e estudar a proteina sem o marcador. Entretanto, mesmo 
os marcadores muito pequenos afetam as propriedades das 
proteinas ligadas a eles, de modo a influenciar os resultados 
do estudo. For exemplo, um marcador pode afetar adver- 
samente o enovelamento de proteinas. Mesmo se o marca¬ 
dor for removido per uma protease, um on alguns residues 
de aminoacidos adicionais ficam por tras da proteina-alvo, 
afetando on nao a atividade da proteina. Os tipos de experi- 
mentos a serem realizados, e os resultados obtides a partir 
deles, devem ser sempre avaliados com o auxilio de conso¬ 
les bem desenhados para avaliar o efeito de um marcador 
no funcionamento de uma proteina. 

As sequencias genicas podem ser amplificadas com a 
rea0o em cadeia da polimerase 

Os projetos do genoma mundial geram bancos de dados in- 
ternacionais que contem as sequencias genomicas comple- 
tas de centenas de organismos e proporcionam um acesso 
sem precedentes a informagao da sequencia genica. Essa, 
por sua vez, simplifica o processo de clonagem de genes in- 
dividuais para analises mais detalhadas. Se a sequencia de, 
pelo menos, porgoes da extremidade de um segmento de 
DNA de interesse e conhecida, o numero de copias do seg¬ 
mento de DNA pode ser muito amplificado com a reagao 
em cadeia da polimerase (PCR), processo concebido por 
Kary Mullis em 1983. 0 DNA amplificado pode entao ser 
clonado por metodos descritos anteriormente on pode ser 
utilizado em varies procedimentos analiticos. 

0 procedimento de PCR tern uma simplicidade elegante. 
Baseia-se em DNA-polimerases que sintetizam fitas de DNA 
a partir de desoxirribonucleotideos, utilizando um molde de 
DNA (Capitulo 25). Todas as DNA-polimerases sintetizam 
DNA na diregao 5'^ 3' (ver Figura 8-33a). Alem disso, as 
DNA-polimerases nao sintetizam DNA novo, mas, ao con- 
trario, devem adicionar nucleotideos a fitas preexistentes, 
denominadas oligonucleotideos iniciadores (primers). Dois 
oligonucleotideos sinteticos sao preparados, complementares 
as sequencias em fitas opostas ao DNA-alvo, em posigoes que 
definem as extremidades do segmento a ser amplificado. Os 
oligonucleotideos servem como iniciadores de replicagao que 
podem ser estendidos por uma DNA-polimerase. As extremi¬ 
dades 3' dos iniciadores hibridizados sao orientadas uma para 
a outra e posicionadas para a sintese do DNA pelo segmento 
de DNA (Figura 9-12a). A PCR basica necessita de quatro 
componentes: uma amostra de DNA contendo o segmento a 
ser amplificado, o par de oligonucleotideos iniciadores sinte¬ 


ticos, desoxinucleotideos trifosfatos (dNTPs) e DNA-polime¬ 
rase. A mistura de reagao e aquecida brevemente para desna- 
turar o DNA, separando as duas fitas. A mistura e resfriada de 
modo a que os oligonucleotideos iniciadores possam renatu- 
rar com o DNA. A concentragao elevada de oligonucleotideos 
iniciadores aumenta a probabilidade de renaturagao com 
cada fita do DNA desnaturado antes que as duas fitas de DNA 
(presentes em concentragao muito menor) possam renaturar 
entre si. 0 segmento e, em seguida, replicado seletivamente 
pela DNA-polimerase, utilizando o conjunto de dNTPs. 0 ci- 
clo de aquecimento, resfriamento e replicagao e repetido 25 
a 30 vezes em algumas boras, em um processo automatizado, 
amplificando o segmento de DNA entre os oligonucleotideos 
iniciadores, ate que ele possa ser rapidamente analisado on 
clonado. Cada ciclo multiplica a quantidade de segmento de 
DNA por um fator de 2, de modo que a concentragao do DNA 
cresga exponencialmente. Apos 20 ciclos, o segmento de 
DNA foi amplificado mais de um milhao de vezes (2^°); apos 
30 ciclos, mais de um bilhao de vezes. Todo o DNA restante 
na amostra permanece sem amplificagao. A PCR utiliza uma 
DNA-polimerase termoestavel, que se mantem ativa apos 
cada etapa de aquecimento e nao precisa ser reabastecida. 

Por meio de um desenho cuidadoso dos oligonucleo¬ 
tideos iniciadores utilizados para a PCR, o segmento am¬ 
plificado pode ser modificado pela inclusao, em cada ex¬ 
tremidade, de DNA adicional que nao esta presente no 
cromossomo-alvo. Por exemplo, sitios de clivagem para en¬ 
donucleases de restrigao podem ser incluidos para facilitar 
a posterior clonagem do DNA amplificado (Figura 9-12b). 

Essa tecnologia e muito sensivel: a PCR pode detectar 
e amplificar tao pouco quanto uma molecula de DNA em 
quase todo tipo de amostra. A estrutura em dupla-helice do 
DNA torna a molecula altamente estavel e, de fato, o DNA 
se degrada lentamente ao longo do tempo (ver Capitulo 8). 
Entretanto, a PCR permitiu a clonagem bem-sucedida de 
segmentos de DNA raros e nao degradados de amostras de 
mais de 40.000 anos. Os pesquisadores utilizaram a tecnica 
para clonar fragmentos de DNA dos restos mumificados de 
seres humanos e animais extintos, como o mamute, criando 
os novos campos da arqueologia e paleontologia molecular. 
0 DNA de locals de sepultamento foi amplificado por PCR 
e utilizado para rastrear migragoes de humanos antigos. 
Epidemiologistas podem utilizar amostras de DNA de rema- 
nescentes humanos potencializadas por PCR para rastrear 
a evolugao de virus patogenicos humanos. Assim, alem da 
sua utilidade para a clonagem de DNA, a PCR e uma fer- 
ramenta poderosa na medicina forense (Quadro 9-1). Ela 
pode ser utilizada para detectar infecgoes virais antes que 
provoquem sintomas. A PCR e uma ferramenta importante 
para o aconselhamento genetico de potenciais pais de fami- 
lia com condigoes geneticas hereditarias importantes. 

Dada a extrema sensibilidade dos metodos de PCR, a 
contaminagao de amostras se constitui em um serio pro- 
blema. Em muitas aplicagoes, incluindo os testes de DNA 
forense e de arqueologia, as amostras controle asseguram 
que o DNA amplificado nao seja derivado do pesquisador on 
de bacterias contaminantes. 

Muitas adaptagoes especializadas de PCR aumentaram 
a utilidade do metodo. Por exemplo, as sequencias no RNA 
podem ser amplificadas se o primeiro ciclo de PCR utilizar 
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FIGURA 9-12 Amplifica^ao de um segmento de DNA pela rea^ao em 
cadeia da polimerase (PCR). (a) 0 procedimento de PCR tern tres etapas. 
As fitas de DNA sao O separadas pelo calor, em seguida 0 renaturadas em 
um excesso de iniciadores de DNA sintetico curto (cor de laranja) que ficam 
ao lado da regiao que sera amplificada (azul-escuro); 0 um DNA novo e sin- 
tetizado pela polimerizaqao catalisada pela DNA-polimerase. As tres etapas 
se repetem por 25 a 30 ciclos. A Toq DNA-polimerase termoestavel (de Ther- 
musoquoticus, especie de bacteria que cresce em fontes termais) nao e des- 
naturada pelas etapas de calor. (b) 0 DNA amplificado por PCR pode ser 
clonado. Os oligonucleotideos iniciadores podem incluir extremidades nao 
complementares que tenham um sitio para clivagem por uma endonuclea¬ 
se de restriqao. Embora essas partes dos oligonucleotideos iniciadores nao se 
anelem ao DNA-alvo, o processo de PCR os incorpora no DNA que e amplifi¬ 
cado. A clivagem dos fragmentos amplificados nesses sitios cria as extremi¬ 
dades adesivas, utilizadas na ligaqao do DNA amplificado com o vetor de 
clonagem. ^ Rea^ao em cadeia da polimerase. 
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] 
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Repetigao das etapas O e ©. 
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O Aquecimento para separar as fitas. 

0 Anelamento dos oligonucleotideos 
iniciadores contendo regioes nao 
complementares com sitio de 
clivagem para endonuclease de 
restrigao. 
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i 

i 

i 

i 

3'-CTTAAG 
5'-GAATTC 


G 

AATTC 

1 


I lCTTAAG-5^ 
IGAATTC-3^ 

Endonuclease EcoRI 

I I CTTAA 
IG 


Apos 20 ciclos, a sequencia-alvo foi amplificada em cerca de 10® vezes. Clonagem por insergao em um sitio de EcoRI em um vetor de clonagem. 
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METODOS 


Poderosa ferramenta na medicina legal 


Um dos metodos mais precisos para a colocagao de um 
individuo na cena de um crime e a impressao digital. 0 
advento da tecnologia do DNA recombinante disponi- 
bilizou uma ferramenta muito mais poderosa: a geno- 
tipagem de DNA (tambem chamada de DNA finger¬ 
printing on perfis de DNA). 0 metodo se baseia nos 
polimorfismos da sequencia - diferengas sutis na se- 
quencia entre os individuos: um em cada 1.000 pb, em 
media. 0 uso dessas diferengas para identificagao foren- 
se foi descrito pela primeira vez pelo geneticista ingles 
Alec Jeffreys em 1985. Cada diferenga em relagao ao 
prototipo de sequencia do genoma humano (o primeiro 
obtido) ocorre em alguma fragao na populagao humana; 
cada pessoa tern algumas diferengas em relagao a esse 
prototipo. 


(a) 


Oligonucleotideo iniciador para 
PCR marcado com corante 


3'IZ 

5'IZ 




Locus D7S820 


Alelo 1 


5'IZ 




Alelo 2 

Amplificagao por PCR I Sequencias SIR 




Submete fragmentos de PCR 
a eletroforese capilar em gel. 


ii 


0 trabalho forense moderno concentra-se em diferengas 
nos comprimentos das sequencias repetigoes curtas 
em tandem (STR). A STR e uma sequencia de DNA 
curta, repetida muitas vezes em tandem em um local es- 
pecifico em um cromossomo; geralmente, a sequencia 
repetida tern 4 pb de comprimento. Os loci STR mais 
frequentemente utilizados na genotipagem de DNA sao 
curtos - 4 a 50 repetigoes de comprimento (16 a 200 pb 
para repetigoes de tetranucleotideos) - e tern multiplas 
variantes de comprimento na populagao humana. Mais de 
20.000 loci STR de tetranucleotideos foram caracteriza- 
dos e mais de um milhao de STR de todos os tipos podem 
estar presentes no genoma humano, o que representa 
cerca de 3% de todo o DNA humano. 

(Continua na proxima pdgina) 


FIGURAQ-1 (a) Os loci STR podem ser analisados por PCR. Oligonucleo- 
tideos iniciadores adequados (com um corante ligado para auxiliar na 
detecgao subsequente) sao direcionados para sequencias em cada lado 
da STR, e a regiao entre eles e amplificada. Normalmente, os individuos 
possuem dois alelos diferentes em um determinado locus (cada um her- 
dado de um dos pais). Se as sequencias STR possuem comprimentos dife¬ 
rentes nos dois cromossomos de um individuo, resultarao dois produtos 
de PCR de comprimentos diferentes. (b) Sao mostrados os produtos de 
PCR a partir da amplificaqao do loci 16 STR submetidos a eletroforese ca¬ 
pilar em um gel de poliacrilamida. Determinados loci sao marcados com 
oligonucleotideos iniciadores marcados com apenas um de tres corantes 
fluorescentes diferentes (seis loci com um corante verde, cinco com um 
corante azul e cinco com um amarelo, corados aqui com uma tinta preta 
para visualizaqao). A determinaqao de qual locus corresponde a qual si- 
nal depende da cor do corante fluorescente ligado ao oligonucleotideo 
iniciador usado no processo e da variaqao de tamanho no qual o sinal 
aparece (a variaqao de tamanho pode ser controlada pelas sequencias, 
mais proximas ou mais distantes da STR, que sao marcadas pelos oligonu¬ 
cleotideos iniciadores designados). 


Rastreamento de produtos de PCR 
derivados do locus D75820. 


(b) 


tJOJ-J-JJJ-JlX 








Fragmentos de PCR submetidos ao gel de capilaridade. 


105 pb 
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245 pb 


315 pb 


385 pb 
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METODOS 


Poderosa ferramenta na medicina legal (Continua^o) 


0 comprimento de uma STR particular em um individuo 
especifico pode ser determinado com o auxilio da reagao 
em cadeia da polimerase (ver Figura 9-12). 0 uso de PCR 
tambem torna o procedimento sensivel o suficiente para 
ser aplicado a amostras muito pequenas de DNA recolhidas 
muitas vezes em cenas de crime. As sequencias de DNA que 
acompanham as STR sao exclusivas para cada locus STR e 
identicas (exceto para mutagoes extremamente raras) em 
todos os humanos. Os oligonucleotideos iniciadores da PCR 
sao direcionados para esse DNA que acompanha a STR e sao 
projetados para amplificar o DNA ao longo da STR (Figura 
Q-la). 0 comprimento do produto da PCR, portanto, refle- 
te 0 comprimento da STR nessa amostra. Como cada ser 
humano herda um cromossomo de cada par de cromosso- 
mos de cada progenitor, os comprimentos de STR nos dois 
cromossomos sao frequentemente diferentes, gerando dois 
comprimentos de STR diferentes a partir de um individuo. 
Os produtos de PCR sao submetidos a eletroforese em gel 
de poliacrilamida muito fino em um tubo capilar. As bandas 
resultantes sao convertidas em um conjunto de picos que 
revelam com precisao o tamanho de cada fragmento de PCR 
e, assim, o comprimento da STR no alelo correspondente. A 
analise de multiples loci STR pode produzir um perfil exclu¬ 
sive para um individuo (Figura Q-lb). Isso normalmente e 
realizado com um kit disponivel comercialmente que inclui 
oligonucleotideos iniciadores de PCR unices para cada lo¬ 
cus, ligados a corantes coloridos para ajudar a distinguir os 
diferentes produtos de PCR. A amplificagao por PCR permi- 
te aos investigadores obter genotipos de STR de menos de 
1 ng de DNA parcialmente degradado, quantidade que pode 
ser obtida a partir de um unico foliculo pilose, uma gota de 


sangue, uma pequena amostra de semen ou amostras com 
meses ou ate mesmo varies anos de idade. Quando bons 
genotipos de STR sao obtidos, a possibilidade de erros de 
identificagao e inferior a 1 em 10^^ (quintilhao). 

A utilizagao forense bem-sucedida da analise de STR 
necessitou de padronizagao, conseguida pela primeira 
vez no Reino Unido em 1995. 0 padrao dos EUA, Com¬ 
bined DNA Index System (CODIS, sistema combinado 
do indice do DNA), criado em 1998, baseia-se em 13 
loci STR bem estudados, que devem estar presentes em 
qualquer experimento de tipagem de DNA realizado nos 
Estados Unidos (Tabela Q-1). 0 gene amelogenina tam¬ 
bem e utilizado como marcador nas analises. Presente 
em cromossomos sexuais humanos, esse gene tern um 
comprimento um pouco diferente nos cromossomos X 
e Y. Assim, a amplificagao por PCR por meio desse gene 
gera produtos de diferentes tamanhos que revelam o 
sexo do doador de DNA. Ate o inicio de 2010, o banco de 
dados CODIS continha mais de 7 milhoes de genotipos 
de STR e tinha auxiliado mais de 100.000 investigagoes 
forenses. 

A genotipagem de DNA e utilizada tanto para condenar 
ou para absolver suspeitos e para estabelecer a paterni- 
dade com um extraordinario grau de certeza. 0 impacto 
desses procedimentos em casos de tribunal continuara 
a crescer a medida que os padroes forem aprimorados e 
os bancos de dados internacionais de genotipagem STR 
aumentarem. Mesmo casos misteriosos muito antigos po- 
derao ser resoMdos. Em 1996, o fingerprinting de DNA 
ajudou a confirmar a identificagao dos ossos do ultimo czar 
russo e de sua familia, que foram assassinados em 1918. 


TABELA Q-1 


Propriedades dos loci utilizados para o banco de dados CODIS 


Locus 

Cromossomo 

Motivo de repeti^ao 

Comprimento da 
repeti^ao (media)^ 

Numerode alelos 
observados^ 

CSFIPO 

5 

TAGA 

5-16 

20 

FGA 

4 

CTTT 

12,2-51,2 

80 

THOl 

11 

TCAT 

3-14 

20 

TPOX 

2 

GAAT 

4-16 

15 

VWA 

12 

[TCTG][TCTA] 

10-25 

28 

D3S1358 

3 

[TCTG][TCTA] 

8-21 

24 

D5S818 

5 

AGAT 

7-18 

15 

D7S820 

7 

GATA 

5-16 

30 

D8S1179 

8 

[TCTA][TCTG] 

7-20 

17 

D13S317 

13 

TATC 

5-16 

17 

D16S539 

16 

GATA 

5-16 

19 

D18S51 

18 

AGAA 

7-39,2 

51 

D21S11 

21 

[TCTA][TCTG] 

12-41,2 

82 

Amelogenin'^ 

X, Y 

Nao aplicado 




Fonte: Adaptado a partir de Butter, J.M. (2005) Forensic DNA Typing, 2nd edn, Academic Press, San Diego, p. 96. 

*Comprimentos repetidos observados na populagao humana. As repetigoes parciais ou imperfeitas podem ser incluidas em alguns alelos. 

^Numero de diferentes alelos observados desde 2005 na populagao humana. A analise cuidadosa de um locus em varies individuos e um pre-requisito para sen 
uso na tipagem forense do DNA. 


A amelogenina e um gene, de tamanho levemente diferente no cromossomo X e Y, utilizado para estabelecer o genero. 
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a transcriptase reversa, uma enzima que funciona como 
uma DNA-polimerase (ver Figura 8-33a), mas utiliza o RNA 
como molde (Figura 9-12). Apos a sintese da fita de DNA a 
partir do molde de RNA, os ciclos restantes podem ser fei- 
tos com DNA-polimerases, utilizando protocolos padrao de 
PCR. Essa PCR pela transcriptase reversa (RT-PCR) 
pode ser utilizada, por exemplo, para detectar sequencias 
derivadas de celulas vivas (que fazem a transcrigao de sen 
DNA em RNA) em oposigao a tecidos mortos. 

Protocolos de PCR tambem podem ser quantitativos 
para estimar o numero de copias relativas a sequencias es- 
pecificas em uma amostra. 0 metodo e chamado de PCR 
quantitativa, ou qPCR. Se uma sequencia de DNA estiver 
presente em quantidades maiores que as habituais em uma 
amostra - por exemplo, se alguns genes sao amplificados 
em celulas tumorais -, a qPCR pode revelar o aumento da 
representagao daquela sequencia. Em resumo, a PCR e rea- 
lizada na presenga de uma sonda que emite um sinal fluo- 
rescente quando o produto de PCR esta presente (Figura 
9-13). Se a sequencia de interesse esta presente em niveis 
mais elevados do que em outras sequencias na amostra, o 
sinal de PCR ira atingir um limiar predeterminado mais ra- 
pido. A PCR de transcriptase reversa e a PCR em tempo 
real podem ser combinadas para determinar as concentra- 
goes relativas de uma molecula especifica de RNA em uma 
celula em diferentes condigoes ambientais. 

Finalmente, a PCR facilitou o desenvolvimento de no- 
vos procedimentos poderosos de sequenciamento de DNA, 
como sera visto. 

RESUMO 9.1 Estudo dos genes e seus produtos 

► A clonagem do DNA e a engenharia genetica envolvem 
a clivagem do DNA e o conjunto de segmentos de DNA 
em novas combinagoes - DNA recombinante. 

► A clonagem envolve cortar o DNA em fragmentos com 
enzimas; selecionar e possivelmente modificar um frag- 
mento de interesse; inserir o fragmento de DNA em um 
vetor de clonagem adequado; transferir o vetor com o 
DNA inserido em uma celula hospedeira para a repli- 
cagao; e identificar e selecionar celulas que contem o 
fragmento de DNA. 

► Enzimas essenciais na clonagem genica incluem endo¬ 
nucleases de restrigao (especialmente as enzimas tipo 
II) e a DNA-ligase. 

► Vetores de clonagem incluem plasmideos e, para as in- 
sergoes de DNA mais longas, cromossomos artificials de 
bacterias (BAC) e cromossomos artificials de leveduras 
(YAC). 

► Tecnicas de engenharia genetica manipulam celulas 
para expressar e/ou alterar genes clonados. 

► As proteinas ou peptideos podem se ligar a uma pro- 
teina de interesse alterando o sen gene clonado, crian- 
do uma proteina de fusao. Os segmentos de peptideos 
adicionais podem ser utilizados para detectar a proteina 
ou purifica-la utilizando metodos de cromatografia de 
afinidade convenientes. 

► A reagao em cadeia da polimerase (PCR) permite a 
amplificagao de segmentos escolhidos de DNA ou RNA 
para estudo detalhado ou clonagem. 




FIGURA 9-13 PCR quantitativa. A PCR pode ser utilizada quantitativa- 
mente, monitorando-se cuidadosamente o progresso da amplificagao da 
PCR e determinando quando um segmento de DNA foi amplificado para 
um nivel limite especifico. (a) A quantidade de produto de PCR presente e 
determinada medindo-se o nivel de uma sonda fluorescente ligada a um oli- 
gonucleotideo reporter complementar ao segmento de DNA que esta sendo 
amplificado. A fluorescencia da sonda nao e detectada inicialmente porque 
um supressor de fluorescencia e ligado ao mesmo nucleotideo. Quando o 
oligonucleotideo reporter se pareia com seu complemento em uma copia do 
segmento de DNA amplificado, o fluoroforo se separa da molecula supressora 
e a fluorescencia aparece. (b) A medida que prossegue a reagao de PCR, a 
quantidade de segmento de DNA-alvo aumenta exponencialmente, e o sinal 
fluorescente tambem aumenta exponencialmente a medida que as sondas 
de oligonucleotideos se ligam aos segmentos amplificados. Apos varios ci¬ 
clos de PCR, o sinal alcanga um plato a medida que um ou mais componentes 
da reagao se extinguem. Quando um segmento esta presente em quanti¬ 
dades maiores em uma amostra do que em outra, sua amplificagao atinge 
um limiar predefinido. A linha "Nao molde" segue o lento aumento no sinal 
de fundo observado em um controle que nao inclui uma amostra de DNA 
adicionada. CT e o numero de ciclos no qual o limiar e ultrapassado primeiro. 

9.2 Utiliza^ao de metodos com base no DNA para 
a compreensao dasfun^es das protemas 

A fungao das protemas pode ser descrita em tres niveis. A 
fungao fenotipica descreve os efeitos de uma proteina 
em todo o organismo. Por exemplo, a perda de proteinas 
pode levar a um crescimento mais lento do organismo, a 
uma alteragao no padrao de desenvolvimento ou ate mesmo 
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a morte do organismo. A fun^ao celular e a descrigao de 
uma rede de interagoes em que as protemas participam no 
mvel celular. A identificagao de interagoes com outras pro¬ 
temas na celula pode ajudar a definir os tipos de processes 
metabolicos nos quais a protema participa. Finalmente, a 
fungao molecular refere-se a atividade bioqmmica precisa 
de uma protema, incluindo detalhes como as reagoes que 
uma enzima catalisa ou os ligantes que ligam a um receptor. 
0 desafio de compreender as fungoes de milhares de pro¬ 
temas nao caracterizadas ou mal caracterizadas encontra- 
das em uma celula comum originou uma grande variedade 
de tecnicas. Os metodos com base no DNA sao uma contri- 
buigao fundamental para esse esforgo e fornecem informa- 
goes em todos os tres niveis. 


transcriptase reversa, que sintetiza DNA a partir de um 
molde de RNA. Os fragmentos de DNA de cadeia dupla 
resultante sao inseridos num vetor adequado e clonados, 
criando uma populagao de clones chamada de biblio- 
teca de cDNA. 0 aparecimento de um gene para uma 
determinada protema nessa biblioteca implica que ele e 
expresso nas celulas e sob as condigoes utilizadas para 
gerar a biblioteca. 


mRNA 

5' A A A A A A A~^ 


Bibliotecas de DNA sao catalogos especializados de 
informa^o genetica 

Uma biblioteca de DNA e uma colegao de clones de DNA 
reunidos para fins de sequenciamento do genoma, desco- 
berta de genes ou a determinagao da fungao de um gene/ 
protema. A biblioteca pode ter diversas formas, dependen- 
do da fonte de DNA e do proposito final da biblioteca. 

A maior e uma biblioteca genomica, produzida 
quando o genoma completo de um organismo e clivado 
em milhares de fragmentos. Todos os fragmentos sao clo¬ 
nados por insergao de cada fragmento em um vetor de 
clonagem. Isso cria uma mistura complexa de vetores 
recombinantes, cada um com um fragmento clonado di- 
ferente. A primeira etapa e a digestao parcial do DNA 
por endonucleases de restrigao, de forma que qualquer 
sequencia aparega em fragmentos em um numero limita- 
do de tamanhos - uma faixa de tamanhos compativel com 
o vetor de clonagem para assegurar que praticamente 
todas as sequencias estejam representadas entre os clo¬ 
nes na biblioteca. Os fragmentos muito grandes ou muito 
pequenos para a clonagem sao removidos por centrifuga- 
gao ou eletroforese. 0 vetor de clonagem, como BAG ou 
YAC, e clivado com a mesma endonuclease de restrigao 
utilizada para digerir o DNA e ligado aos fragmentos de 
DNA genomico. A mistura de DNA ligado e entao utilizada 
para transformar celulas bacterianas ou de leveduras para 
produzir uma biblioteca de celulas, cada qual abrigando 
uma molecula diferente de DNA recombinante. Idealmen- 
te, todo o DNA no genoma em estudo e representado na 
biblioteca. Cada celula bacteriana ou de levedura cresce 
em uma colonia ou clone de celulas identicas, cada celu¬ 
la com o mesmo plasmideo recombinante, um dos muitos 
representados na biblioteca total. 

Os esforgos para definir a fungao de um gene ou pro¬ 
tema muitas vezes se utilizam de bibliotecas mais espe- 
cializadas. Um exemplo e uma biblioteca que inclui ape- 
nas as sequencias de DNA expressas, isto e, transcritas 
em um RNA - em determinado organismo, ou mesmo em 
apenas algumas celulas ou tecidos. Essa biblioteca nao 
tern o DNA nao codificante que faz parte de grande par¬ 
te de muitos genomas eucarioticos. Em primeiro lugar, o 
pesquisador extrai o mRNA de um organismo ou de ce¬ 
lulas especificas de um organismo e, em seguida, prepa¬ 
ra os DNA complementares (cDNA). Essa reagao em 
multiplas etapas, mostrada na Figura 9-14, depende da 


0 molde de mRNA e anelado 
ao oligonudeotideo inidador 
sintetico (oligo dT). 


5' 


aaaaaaaaI 

3' | ttttttTtI 


A transcriptase reversa e o 
dNTP produzem uma fita de 
DNA complementar. 


Hibrido de mRNA-DNA 

5' AAAAAAAAl 

3- TTTTTTfr] 


O mRNA e degradado 
com alcalis. 


3' 


5'n 
3'a 


TTTTTTTTI 

Para iniciar a sintese de uma 
segunda fita, um oligonudeotideo 
de sequencia conhecida frequen- 
temente se liga a extremidade 3' 
de cDNA. 


tttttttt] 


DNA dupio 


5 '[ 

3'[ 


A DNA-polimerase I e o dNTP 
estendem o oligonudeotideo 
inidador para produzir o DNA 
de fita dupla. 


A A A A A A aV 

tttttttT] 


FIGURA 9-14 Construindo uma biblioteca de cDNA a partir de 
mRNA. 0 conteudo total de mRNA de uma celula inclui os transcritos de 
milhares de genes, e os cDNAs gerados desse mRNA sao correspondente- 
mente heterogeneos. A transcriptase reversa pode sintetizar DNA em um 
molde de RNA ou DNA (ver Figura 26-32). Para iniciar a sintese da segunda 
fita de DNA, os oligonucleotideos de sequencia conhecida se ligam a extre¬ 
midade 3' da primeira fita, e o cDNA de fita dupla entao produzido e clonado 
em um plasmideo. 
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Sequencias ou relates estruturais fornecem 
informa^es sobre a fun^ao das protemas 

Uma razao importante para se sequenciar muitos genomas 
e fornecer um banco de dados capaz de atribuir fungoes 
de genes por comparagoes do genoma, empreendimento 
conhecido como genomica comparativa. Algumas vezes, 
um gene recem-descoberto e relatado por homologias de 
sequencias de um gene previamente estudado em outra ou 
na mesma especie, e a sua fungao pode ser total ou parcial- 
mente definida por essa relagao. Os genes que ocorrem em 
especies diferentes, mas tern uma sequencia e uma relagao 
funcional clara entre si, sao chamados ortologos. Genes 
com relagoes semelhantes entre si, dentro de uma unica es¬ 
pecie, sao chamados de paralogos. Se a fungao de um gene 
foi caracterizada para uma especie, essa informagao pode 
ser utilizada para, ao menos, atribuir provisoriamente a fun¬ 
gao do gene para o ortologo encontrado em uma segunda 
especie. A correlagao e mais facil de ser realizada quando se 
comparam genomas de especies com relativa proximidade, 
como camundongos e humanos, embora muitos genes clara- 
mente ortologos tenham sido identificados em especies tao 
distantes quanto as bacterias e os seres humanos. Algumas 
vezes, ate mesmo a ordem dos genes em um cromossomo 
e conservada ao longo de grandes segmentos de genomas 
de especies estreitamente relacionadas (Figura 9-15). A 
ordem genica conservada, chamada sintenia, fornece evi- 
dencia adicional para uma relagao ortologa entre genes em 
locals identicos dentro dos segmentos relacionados. 

Alternativamente, algumas sequencias associadas a 
determinados motives estruturais (Capitulo 4) podem ser 
identificadas em uma proteina. A presenga de um motive 
estrutural pode ajudar a definir a fungao molecular, suge- 
rindo que uma proteina, por exemplo, catalisa a hidrolise 
de ATP, liga-se ao DNA ou forma um complexo com ions de 
zinco. Essas relagoes sao determinadas com a ajuda de pro- 
gramas de computador sofisticados, limitados apenas pela 
informagao atual sobre a estrutura do gene e da proteina e 
pela capacidade para associar sequencias com motives es¬ 
truturais determinados. 


Cromossomo 

Cromossomo 


9 

2 


humano 

de camundongo 

EPB72 




Epb7.2 

P5MB7 




Psmb7 

DNivn 




Dnm 

LMXIB 




Lmxlb 

CDK9 




Cdk9 

STXBPl 




Stxbpl 

AKl 




Akl 

LCN2 




Lcn2 


FIGURA 9-15 Sintenia em genomas humanos e de camundongos. 

Segmentos grandes dos dois genomas tern genes intimamente relaciona¬ 
dos alinhados na mesma ordem nos cromossomos. Nos segmentos curtos 
do cromossomo 9 humano e no cromossomo 2 de camundongo, os genes 
exibem alto grau de homologia, assim como a mesma ordem no gene. Os di¬ 
ferentes esquemas de letras para os nomes dos genes simplesmente refletem 
as diferentes convengoes de nomenclatura nas duas especies. 


Protemas de fusao e imunofluorescencia podem localizar 
protemas em celulas 

Muitas vezes, uma pista importante para a fungao de um pro- 
duto geuico surge pela determinagao de sua localizagao no 
interior da celula. Por exemplo, uma proteina que se eucoutra 
exclusivameute no uucleo pode estar euvoMda em processes 
exclusives dessa orgauela, tais como trauscrigao, replicagao 
ou coudeusagao da cromatiua. Com frequeucia, pesquisado- 
res modificam geueticameute proteiuas de fusao com a fiua- 
lidade de localizar uma proteina na celula ou organismo. Al¬ 
gumas das fusoes mais uteis envolvem a ligagao de proteiuas 
marcadoras que permitem ao investigador determinar a lo- 
caUzagao por visualizagao direta ou por imunofluorescencia. 

Um marcador particularmente util e a proteina flu- 
orescente verde (GFP). Um gene-alvo (que codifica a 
proteina de interesse) fusionado ao gene de GFP gera uma 
proteina de fusao altamente fluorescente - ela literalmente 
acende quando exposta a luz azul - e pode ser visualizada 
diretamente em uma celula viva. A GFP e uma proteina de- 
rivada da kgudi-viYdi Aequorea victoria (ver Quadro 12-3, 
Figura 1). Ela tern estrutura em barril j8 e o fluoroforo (o 
componente fluorescente da proteina) esta no centro do 
barril (Figura 9-16a). 0 fluoroforo e derivado de um rear- 
ranjo e oxidagao de varies residues de aminoacidos. Como 
essa reagao e autocatalitica e nao exige outras proteiuas ou 
outros cofatores alem do oxigenio molecular (ver Quadro 
12-3, Figura 3), a GFP e prontamente clonada em uma for¬ 
ma ativa em quase todas as celulas. Apenas algumas mole- 
culas dessa proteina podem ser observadas ao microscopio, 
permitindo o estudo de sua localizagao e movimentos em 
uma celula. Uma cuidadosa modificagao genetica da pro¬ 
teina, associada ao isolamento de proteiuas fluorescentes 
relacionadas provenientes de outros celenterados mari- 
nhos, disponibilizou uma ampla variedade dessas proteiuas, 
em um conjunto de cores (Figura 9-16b) e outras carac- 
teristicas (brilho, estabilidade). Com essa tecnologia, por 
exemplo, a proteina GLRl (receptor de glutamato do tecido 
nervoso) foi visualizada como proteina de fusao GLRl-GFP 
no nematodeo Caenorhahditis elegans (Figura 9-16c). 

Em muitos casos, a visualizagao de uma proteina de fu¬ 
sao GFP em uma celula viva real nao e possivel, pratica ou 
desejavel. A proteina de fusao GFP pode estar inativa ou 
pode nao ser expressa em niveis suficientes para permitir 
a visualizagao. Nesse caso, a imunofluorescencia e um 
metodo alternativo para a visualizagao da proteina endo- 
gena (inalterada). Esse metodo requer a fixagao (e, por- 
tanto, a morte) da celula. A proteina de interesse e algu¬ 
mas vezes expressa como uma proteina de fusao com um 
marcador de epitopo, sequencia proteica curta que se 
liga firmemente a um anticorpo bem caracterizado e dispo- 
nivel comercialmente. As moleculas fluorescentes (fluoro- 
cromos) estao ligadas a esse anticorpo. Mais comumente, 
a proteina-alvo permanece inalterada. Essa proteina esta 
ligada por um anticorpo que e especifico para ela. Em se- 
guida, um segundo anticorpo e adicionado e se liga espe- 
cificamente ao primeiro, e e o segundo anticorpo, que tern 
o(s) fluorocromo(s) ligado(s) (Figura 9-17a). Uma varia- 
gao desse metodo de visualizagao indireta e ligar moleculas 
de biotina ao primeiro anticorpo e, em seguida, adicionar 
estreptavidina (proteina bacteriana intimamente relaciona- 
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FIGURA 9-16 Protema fluorescente verde (GFP). (a) A proteina GFP 
(PDB ID IGFL), derivada da agua-viva Aequorea victoria, tern estrutura em 
barril jS; o fluoroforo (apresentado como modelo de volume atomico) e o 
centro do barril. (b) Variantes de GFP estao disponiveis atualmente em quase 
todas as cores do espectro visivel. (c) Uma proteina de fusao GLRl -GFP tern 
brilho fluorescente verde brilhante no verme nematodeo Caenorhabditis ele- 


gans (a esquerda). A GLRl e urn receptor de glutamato do tecido nervoso 
(gotas de gordura autofluorescente se colorem falsamente de magenta). As 
membranas das celulas de E. coli (a direita) sao coradas com corante fluo¬ 
rescente vermelho. As celulas estao expressando uma proteina que se liga 
a urn plasmideo residente, fusionado com GFP. Os pontos verdes indicam as 
posiqoes dos plasmideos. 


da a avidina, protema que se liga a biotina; ver Tabela 5-1) 
complexada com fluorocromos. A interagao entre a biotina 
e a estreptavidina e uma das interagoes mais fortes e mais 
especificas conhecidas, e o potencial para adicionar multi¬ 
ples fluorocromos para cada proteina-alvo confere a esse 
metodo uma grande sensibilidade. 

Bibliotecas de cDNA altamente especializadas (Figura 
9-14) podem ser feitas por clonagem de cDNA on de frag- 




mentos de cDNA em um vetor que se fusiona a cada se- 
quencia de cDNA com a sequencia para um marcador cha- 
mado de gene reporter. 0 gene fusionado e frequentemente 
chamado de construtor reporter. Por exemplo, todos os 
genes na biblioteca podem ser fusionados com o gene da 
GFP (Figura 9-18). Cada celula na biblioteca expressa um 
desses genes fusionados. A localizagao celular do produto 
de qualquer gene representado na biblioteca sera revelada 
em forma de focos de luz em celulas que expressam o gene 
fusionado adequado em niveis suficientes - supondo-se que 
o gene mantenha a sua fungao e localizagao normal. 

Intera^es proteina-protema ajudam a elucidar a 
fungao de proteinas 

Outra chave para definir a fungao de uma protema especi- 
fica e determinar o que se liga a essa protema. No caso de 
interagoes proteina-protema, a associagao de uma protema 


FIGURA 9-17 Imunofluorescencia indireta. (a) A proteina de interesse 
se liga ao anticorpo primario, e um anticorpo secundario e adicionado; este 
segundo anticorpo, com um ou mais grupos fluorescentes ligados, se liga ao 
primeiro. Multiplos anticorpos secundarios podem se ligar ao anticorpo pri¬ 
mario, amplificando o sinal. Se a proteina de interesse esta no interior de uma 
celula, a celula e fixada e permeabilizada, e os dois anticorpos sao adiciona- 
dos em sucessao. (b) 0 resultado final e uma imagem na qual os pontos bri- 
Ihantes indicam a localizagao da proteina ou proteinas de interesse na celula. 
As imagens mostram um nucleo de um fibroblasto humano, sucessivamente 
corado com anticorpos e marcadores fluorescentes para DNA-polimerase s, 
para PCNA, importante proteina acessoria da polimerase, e para bromodeso- 
xiuridina (BrdU), analogo de nucleotideo. A BrdU, adicionada como um breve 
pulso, identifica as regioes de replicagao ativa de DNA. Os padroes de colora- 
gao mostram que a DNA-polimerase s e o PCNA se colocalizam em regioes 
de sintese de DNA ativa. Uma dessas regioes e visivel no quadro branco. 
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FIGURA 9-18 Bibliotecas especializadas de DNA. A clonagem de urn 
cDNA proximo ao gene de GFP cria urn construto reporter. A transcrigao 
prossegue por meio do gene de interesse (o cDNA inserido) e o gene repor¬ 
ter (aqui, o de GFP), e o transcrito de mRNA e expresso como uma proteina 
de fusao. Parte da proteina GFP e visivel ao microscopio com fluorescencia. 
Embora seja mostrado apenas urn exempio, milhares de genes podem ser 
fusionados com GFP em construtos similares e armazenados em bibliotecas 
nas quais cada celula ou organismo, na biblioteca, expressa uma proteina 
diferente fusionada a GFP. Se a proteina de fusao e adequadamente expressa, 
sua localizagao na celula ou organismo pode ser avaliada. A fotografia mostra 
urn nematodeo contendo uma proteina de fusao GFP expressa apenas nos 
quatro neur6nios"de toque"que percorrem o comprimento do seu corpo. 
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de fungao desconhecida aquela cuja fungao e conhecida 
pode fornecer uma “culpa por associagao” util e atraente. 
As tecnicas utilizadas nesse esforgo sao bastante variadas. 

Purifica^ao de complexes de protemas Com a construgao de 
bibliotecas de cDNA em que cada gene e fusionado a um 
marcador de epitopo, os investigadores podem precipitar o 
produto proteico de um gene por meio de sua complexagao 
com 0 anticorpo que se liga ao epitopo, processo denominado 
imunoprecipitagao (Figura 9-19). Se a proteina marcada 
e expressa em celulas, outras proteinas que se ligam a ela 
tambem precipitam com ela. A identificagao de proteinas 
associadas revela algumas das interagoes proteina-proteina 
da proteina marcada. Ha muitas variagoes desse processo. 
Por exempio, um extrato bruto de celulas que expressa uma 
proteina marcada e adicionado a uma coluna contendo anti- 
corpos imobilizados (ver na Figura 3-17c uma descrigao de 
cromatografia de afinidade). A proteina marcada se liga ao 
anticorpo, e, as vezes, proteinas que interagem com a pro¬ 
teina marcada tambem sao retidas na coluna. A conexao 
entre a proteina e o marcador e clivada com uma protease 
especifica e os complexos de proteinas sao eluidos a partir 
da coluna e analisados. Os pesquisadores utilizam esses me- 
todos para definir redes complexas de interagoes no interior 
de uma celula. Em principio, o metodo cromatografico para 
analisar interagoes proteina-proteina e utilizado com qual- 
quer tipo de marcador de proteina (marcador His, GST, etc.) 
que possa ser imobilizado em meio cromatografico adequado. 

A seletividade desse metodo foi potencializada com os 
marcadores de purificagao por afinidade em tandem 
(TAP). Dois marcadores consecutivos sao fusionados a 
uma proteina-alvo, e a proteina de fusao e expressa em uma 
celula (Figura 9-20). 0 primeiro marcador e a proteina 
A, encontrada na superficie da bacteria Staphylococcus 
aureus que se liga firmemente a imunoglobulina G (IgG) 
de mamiferos. 0 segundo marcador e frequentemente um 
peptideo de ligagao de calmodulina. Um extrato bruto con¬ 
tendo a proteina de fusao marcadora de TAP e passado 
por uma matriz de coluna com anticorpos IgG fixados que 
se ligam a proteina A. A maior parte das proteinas celula- 
res nao ligadas e lavada pela coluna, mas as proteinas que 
normalmente interagem com a proteina-alvo na celula sao 
retidas. 0 primeiro marcador e, entao, clivado a partir da 
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FIGURA 9-19 O uso de marcadores de epitopos para estudar inte- 
ragdes protema-protema. 0 gene de interesse e clonado proximo a um 
gene para um marcador de epitopo, e a proteina de fusao resultante e pre- 
cipitada por anticorpos para o epitopo. Todas as outras proteinas que intera¬ 
gem com a proteina marcada tambem precipitam, contribuindo assim para 
elucidaras interagoes proteina-proteina. 


proteina de fusao com uma protease altamente especifica, a 
protease TEV, e a proteina-alvo de fusao encurtada e quais- 
quer outras proteinas associadas de modo nao covalente a 
proteina-alvo sao eluidas na coluna. 0 eluente, entao, passa 
por uma segunda coluna contendo uma matriz com calmo¬ 
dulina fixada, que liga o segundo marcador. Proteinas liga¬ 
das frouxamente voltam a ser lavadas ao longo da coluna. 
Apos a clivagem do segundo marcador, a proteina-alvo e 
eluida ao longo da coluna com suas proteinas associadas. 
As duas etapas de purificagao consecutivas eliminam todos 
os contaminantes fracamente ligados. Falsos-positivos sao 
minimizados e as interagoes proteicas que persistem em 
ambas as etapas podem ser funcionalmente significativas. 

Analise de duplos-hidridos em leveduras Um metodo genetico 
sofisticado para definir interagoes proteina-proteina se ba- 
seia nas propriedades da proteina Gal4 (Gal4p; ver Figura 
28-30), que ativa a transcrigao de genes GAL em genes de 
leveduras, que codificam as enzimas do metabolismo da ga¬ 
lactose. A Gal4p tern dois dominios: um que se liga a uma 
sequencia especifica de DNA e outro que ativa a RNA-poli- 
merase para sintetizar mRNA a partir de um gene adjacente. 
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FIGURA 9-20 Marcadores por purifica^ao de afinidade em tandem 
(TAP). Uma proteina marcada com TAP e proteinas associadas sao isoladas 
por duas purificapoes de afinidade consecutivas, conforme descrito no texto. 


Os dois dommios de Gal4p sao estaveis quando separados, 
mas a ativagao da RNA-polimerase exige a interagao com o 
dommio de ativagao que, por sua vez, necessita de posicio- 
namento proximo do dommio de ligagao do DNA. Assim, os 
dommios devem ser reunidos para funcionar corretamente. 

Na analise de duplo-hibrido em leveduras, as regioes 
codificadoras de proteinas genicas analisadas sao fusiona- 
das ao gene da levedura tanto ao dominio de ligagao do DNA 
quanto ao dommio de ativagao de Gal4p, e os genes resul¬ 
tant es expressam varias proteinas de fusao. (Figura 9-21). 
Se uma proteina fusionada ao dominio de ligagao do DNA in¬ 
terage com uma proteina fusionada ao dominio de ativagao, 
a transcrigao e ativada. 0 gene reporter transcrito por essa 
ativagao e geralmente o que produz uma proteina necessaria 


para o cultivo ou uma enzima que catalisa uma reagao com 
um produto colorido. Desse modo, quando cultivadas em 
meio adequado, as celulas que contem um par de proteinas 
em interagao sao facilmente distinguidas das celulas que nao 
0 tern. Uma biblioteca pode ser configurada com uma linha- 
gem de levedura especifica, na qual cada celula na biblioteca 
tern um gene fusionado com o gene do dominio de ligagao do 
DNA de Gal4p, e muitos desses genes estao representados na 
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FIGURA 9-21 Analise de duplo-hfbrido em leveduras. (a) 0 objetivo e 
reunir o dominio de ligapao do DNA e o dominio de ativapao da proteina de 
levedura Gal4 (Gal4p) pela interapao de duas proteinas, X e Y, a qual um dos 
dommios se funde. Esta interapao e acompanhada pela expressao de um gene 
reporter, (b) As duas fusoes de genes sao criadas em linhagens de leveduras 
separadas, sendo entao colocadas para reproduzir. A mistura que sofre repro- 
dupao e semeada em um meio em que as leveduras nao podem sobreviver 
a menos que o gene reporter seja expresso. Assim, todas as colonias sobrevi¬ 
ventes tern proteinas de fusao interagindo. 0 sequenciamento das proteinas 
de fusao nas colonias sobreviventes revela quais proteinas estao interagindo. 
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biblioteca. Em uma segunda linhagem de leveduras, um gene 
de interesse e fusionado com o gene para o dommio de ativa- 
gao de Gal4p. As linhagens de leveduras sao reproduzidas e 
as celulas diploides individuais sao cultivadas em colonias. As 
unicas celulas que crescem no meio seletivo e produzem a cor 
adequada sao aquelas em que o gene de interesse esta liga- 
do a um parceiro, permitindo a transcrigao do gene reporter. 
Isso permite a triagem em larga escala de proteinas celulares 
que interagem com a proteina-alvo. A proteina de interagao, 
fusionada com o dommio de ligagao do DNA de Gal4p, pre¬ 
sente em uma determinada colonia selecionada, pode ser ra- 
pidamente identificada por sequenciamento de DNA do gene 
da proteina de fusao. Alguns resultados falsos positives ocor- 
rem devido a formagao de complexes multiproteicos. 

Essas tecnicas para a determinagao da localizagao ce- 
lular e interagoes moleculares fornecem pistas importan- 
tes para a fungao da proteina. Entretanto, elas nao subs- 
tituem a bioquimica classica. Simplesmente fornecem aos 
pesquisadores um acesso rapido a novos e importantes 
problemas biologicos. Quando combinadas as ferramentas 
da bioquimica e biologia molecular em evolugao simulta- 
nea, as tecnicas descritas aqui aceleram a descoberta nao 


apenas de novas proteinas, mas de novos processes e me- 
canismos biologicos. 

Microarranjos de DNA revelam padroes de expressao de 
RNA e outras informa^des 

Os principais refinamentos posteriores da tecnologia de bi- 
bliotecas de DNA, a PGR e a hibridizagao se uniram no de- 
senvolvimento de microarranjos de DNA que permitem 
a triagem rapida e simultanea de muitos milhares de genes. 
Segmentos de DNA de genes de sequencias conhecidas, com 
algumas dezenas de centenas de pares de bases de compri- 
mento, sao amplificados por PGR. Dispositivos roboticos 
entao depositam quantidades precisas de nanolitros de so- 
lugoes de DNA sobre uma superficie solida de poucos centi¬ 
metres quadrados, em um arranjo predefinido, com cada um 
dos milhares de pontos contendo sequencias derivadas de 
um determinado gene. Uma estrategia alternativa e cada vez 
mais comum para a sintese de DNA diretamente sobre uma 
superficie solida utiliza a fotolitografia (Figura 9-22). 0 ar¬ 
ranjo resultante, muitas vezes chamado de um chip, pode 
incluir sequencias derivadas de cada gene de um genoma 


O Programagao das sequencias desejadas 



FIGURA 9-22 Fotolitografia para criar um microarranjo de DNA. O 

Um computador e programado com as sequencias de oligonucleotideos de¬ 
sejadas. 0 Os grupos reativos, ligados a uma superficie solida, sao inicialmen- 
te inativados pelos grupos de bloqueio fotoativos, que podem ser removidos 
por um flash de luz. Uma tela opaca bloqueia a luz de algumas areas da su¬ 
perficie, impedindo sua ativaqao. Outras areas ou "pontos" sao expostos. 0 
Uma soluqao contendo um nucleotideo ativado (p. ex.. A*) e lavada sobre os 
pontos. 0 grupo 5'-hidroxila do nucleotideo e bloqueado para impedir rea- 
qoes indesejadas, e o nucleotideo se liga aos grupos de superficie em pontos 
apropriados sobre seu grupo 3'-hidroxila. A superficie e lavada sucessiva- 


mente com soluqoes contendo cada nucleotideo ativado remanescente (G*, 
C^T*). Os grupos bloqueadores 5' em cada nucleotideo limitam as reaqoes 
a adiqao de um nucleotideo por vez, e esses grupos tambem podem ser 
removidos pela luz. Quando cada ponto tern um nucleotideo, um segundo 
nucleotideo pode ser adicionado para ampliar o nucleotideo nascente em 
cada ponto, utilizando telas e luz para assegurar que serao adicionados os 
nucleotideos em cada ponto da sequencia correta. Este processo continua 
ate que as sequencias necessarias sejam construidas em cada um dos milha¬ 
res de pontos no microarranjo do DNA. 
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bacteriano ou de levedura, ou de familias de genes selecio- 
nados a partir de um genoma maior. Quando constrmdo, o 
microarranjo pode ser sondado com mRNA ou cDNA a partir 
de um determiuado tipo celular ou cultura de celulas para 
identificar os genes que sao expresses uessas celulas. 

Um microarranjo pode foruecer um panorama de todos 
os genes de um orgauismo, informaudo ao pesquisador sobre 
os genes expresses em determiuada fase do deseuvoMmeu- 
to de um orgauismo ou em um coujunto particular de coudi- 
Qoes ambieutais. For exemplo, o complemeuto total de mRNA 
pode ser isolado a partir de celulas em duas fases difereutes 
de desenvoMmeuto e convertido a cDNA com transcriptase 
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reversa. Desoxirribonucleotideos marcados por fluorescencia 
podem ser utilizados para toruar uma amostra de cDNA fluo- 
resceute vermelha e outra verde (Figura 9-23). 0 cDNA das 
duas amostras e misturado e utilizado para fazer uma sonda 
no microarranjo. Cada cDNA se auela em um unico ponto no 
microarranjo, correspoudendo ao gene que codifica o mRNA, 
que deu origem ao cDNA. Poutos que apresentam fluorescen¬ 
cia verde represeutam genes que produzem mRNA em uiveis 
mais elevados em um estagio de desenvolvimento; aqueles 
que apresentam fluorescencia vermelha represeutam genes 
expresses em uiveis mais elevados em outra fase. Se um gene 
produz mRNA em igual abuudancia em ambas as fases de de- 
seuvoMmeuto, o ponto correspoudente apresenta fluorescen¬ 
cia amarela. Utilizando uma mistura de duas amostras para 
medir a abuudancia de sequeucias relativa e nao absoluta, o 
metodo corrige as variagoes ua quautidade de DNA origiual- 
meute depositado em cada ponto do grafico, bem como outras 
possiveis iucousisteucias entre poutos no microarranjo. Os 
poutos que apresentam fluorescencia fornecem um panorama 
de todos os genes expresses nas celulas no momeuto em que 
foram colhidos - expressao geuica examiuada em uma esca- 
la do genoma total. Para um gene de fuugao descouhecida, o 
tempo e as circunstaucias da sua expressao podem foruecer 
pistas importautes sobre o seu papel na celula. Essas tecuo- 
logias tambem revelam a expressao de muitos tipos de RNA 
especializados, tais como microRNA (miRNA; Capitulo 26) e 
RNA de iuterfereucia pequeuos (siRNA; Capitulo 28). 

Um exemplo dessa tecnica e ilustrado na Figura 9-24, 
que mostra os resultados impressionantes produzidos pelos 
experimentos de microarranjos. Os segmentos de cada um 
dos cerca de 6.500 genes no genoma de leveduras comple- 
tamente sequenciado foram amplificados separadamente 
por PCR, e cada segmento foi depositado em um padrao 
definido para criar o microarranjo. Em certo sentido, esse 
arranjo fornece uma visao instantanea do panorama do fun- 
cionamento da totalidade do genoma da levedura, em um 
coujunto de condigoes. 

RESUMO 9.2 Utiliza^ao de metodos com base no DNA para a 
compreensao das fun^oes das protemas 

► As protemas sao estudadas no nivel da fungao fenotipi- 
ca, celular ou molecular. 

► As bibliotecas de DNA sao um preludio para muitos ti¬ 
pos de investigagoes que produzem informagao sobre a 
fungao de proteinas. 

► Fusionando um gene de interesse com os genes que co- 
dificam a proteina fluorescente verde ou marcadores de 
epitopos, os pesquisadores podem visualizar a localiza- 
gao celular do produto genico, tanto diretamente quan¬ 
to por meio de imunofluorescencia. 

► As interagoes de uma proteina com outras proteinas ou 
com o RNA podem ser investigadas por meio de marca- 


FIGURA9-23 Experimento com microarranjo de DNA. Um microarran- 
jo pode ser preparado a partir de qualquer sequencia conhecida de DNA, de 
qualquer fonte. Quando o DNA se liga a um suporte solido, outros acidos 
nucleicos marcados com fluorescencia podem servir como sondas para o 
microarranjo. Aqui, amostras de mRNA foi retiradas de celulas de um sapo 
em dois estagios diferentes de desenvolvimento. 
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FIGURA 9-24 Imagem ampliada de um microarranjo de DNA. Cada 
ponto brilhante contem o DNA dos cerca de 6.500 genes do genoma de 
levedura (5. cerevisiae), com cada gene representado no arranjo. As sondas 
do microarranjo sao os acidos nucleicos marcados com fluorescencia deriva- 
dos de mRNA obtidos nas celulas em crescimento nos meios de culture (em 
verde) e 5 boras apos o inicio da formapao dos esporos (em vermelho). Os 
pontos verdes representam os genes expresses em niveis elevados durante 
o crescimento; os pontos vermelhos, os genes expresses em niveis elevados 
durante a esporulapao. Os pontos amarelos representam os genes que nao 
mudam seu nivel de expressao durante a esporulapao. Esta imagem esta au- 
mentada; na verdade, o microarranjo mede apenas 1,8 X 1,8 cm. 

dores de epitopes e imunoprecipitagao ou cromatogra- 
fia de afinidade. A analise de duplo-hibrido de levedura 
fornece sondas de interagoes moleculares in vivo. 

► Os microarranjos podem revelar padroes de expressao 
genica que se alteram em resposta a estimulos, estagio 
de desenvoMmento ou condigoes celulares. 

9.3 Genomka e historia da humanidade 

Os metodos de sequenciamento de DNA descritos no Capi- 
tulo 8 levaram as primeiras sequencias genomicas completas 
de especies bacterianas na decada de 1990. Duas sequencias 



Francis S. Collins J. Craig Venter 


do genoma humane complete surgiram em 2001. Uma delas 
foi gerada por um esforgo de financiamento publico, liderado 
inicialmente por James Watson e posteriormente por Francis 
Collins. Em paralelo, esforgos privados foram liderados por 
Craig Venter. Essas conquistas se refletiram em mais de uma 
decada de intensos esforgos coordenados em dezenas de la¬ 
boratories ao redor do mundo e foram apenas o comego. Os 
bancos de dados de sequencias de DNA contem agora as se¬ 
quencias genomicas completas de milhares de organismos de 
todos os tipos. So agora esses vastos recursos de informagao 
comegam a ser compilados de mode eficaz. 

0 sequenciamento genomico e auxiliado por novas 
gera^es de metodos de sequenciamento de DNA 

As tecnologias de sequenciamento de DNA continuam a 
evoluir. Um genoma humano completo pode agora ser se- 
quenciado em um ou dois dias, e um genoma bacteriano, 
em poucas horas. 0 dia em que a sequencia genomica de 
um individuo se tornar parte rotineira do registro medico 
de uma pessoa esta proximo (Quadro 9-2). Esses avan- 
gos se tornaram possiveis com metodos chamados de se¬ 
quenciamento de ultima geragao, ou “nextgen”. As vezes, 
a estrategia de sequenciamento e semelhante ou bastante 
diferente da utilizada no metodo de Sanger descrito no Ca- 
pitulo 8. As inovagoes permitiram uma miniaturizagao do 
procedimento, um grande aumento na escala e uma dimi- 
nuigao correspondente no custo. 

Uma sequencia genomica e gerada em varias etapas. 
Primeiro, as sequencias genomicas sao quebradas em locais 
aleatorios por cisalhamento para gerar fragmentos de algu- 
mas centenas de pares de bases de comprimento. Os oligo- 
nucleotideos sinteticos sao ligados as extremidades de todos 
os fragmentos, fornecendo um ponto de referencia conhe- 
cido em cada molecula de DNA. Os fragmentos individuais 
sao entao imobilizados em uma superficie solida, e cada um 
e amplificado utilizando-se a PCR (Figura 9-12). A superfi¬ 
cie solida e parte de um canal que permite que as solugoes 
liquidas possam fluir sobre as amostras. 0 resultado e uma 
superficie solida de apenas alguns centimetres, com milhoes 
de grupamentos de DNA ligados, cada grupo contendo mul- 
tiplas copias de uma unica sequencia de DNA derivada de 
um ou de outro fragmento de DNA genomico aleatorio. A 
eficiencia e decorrente do sequenciamento de todos esses 
milhoes de grupamentos, ao mesmo tempo, com os dados de 
cada grupo capturados e armazenados em um computador. 

Dois sequenciadores de ultima geragao amplamente 
utilizados empregam diferentes estrategias para realizar as 
reagoes de sequenciamento. Um deles, o sequenciamento 
454 (os numeros se referem a um codigo utilizado na fase 
de desenvoMmento da tecnologia e nao tern significado 
cientifico), utiliza uma estrategia chamada de pirossequen- 
ciamento, na qual a adigao de nucleotideos e detectada com 
flashes de luz (Figura 9-25). Os quatro desoxinucleoside- 
os trifosfato (inalterados) sao pulsados para a superficie de 
reagao um de cada vez, em uma sequencia de repetigao. A 
solugao de nucleotideos fica retida na superficie apenas o 
tempo suficiente para que a DNA-polimerase possa adicio- 
nar esses nucleotideos em qualquer grupo em que eles se- 
jam complementares a proxima base-molde na sequencia. 0 
excesso de nucleotideos e destruido rapidamente pela en- 
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^ MEDICINA 


Medicina genomica personalizada 


Os gemeos californianos Noah e Alexis Beery nasceram 
com sintomas de paralisia cerebral. Os tratamentos nao 
surtiram efeito. Insatisfeitos com o diagnostico e o trata- 
mento, os pais dos gemeos, Joe e Retta, os levaram, com 
a idade de 5 anos, a um especialista em Michigan, que os 
diagnosticou com uma rara condigao genetica, chamada 
de distonia responsiva a DOPA. Um regime de tratamento 
suprimiu com sucesso os sintomas e permitin que os ge¬ 
meos levassem uma vida normal. Entretanto, aos 12 anos, 
Alexis desenvolveu tosse severa e dificuldades para res- 
pirar que novamente pareciam ameagar a vida da menina. 
Em um episodio, os paramedicos tiveram que reanima-la 
duas vezes. Os sintomas nao pareciam estar relacionados 
a distonia. Seria Noah o proximo? Frustrados e profun- 
damente preocupados, os pais dos gemeos procuraram 
o sequenciamento completo do genoma tanto de Noah 
quanto de Alexis. Essa decisao aparentemente incomum 
foi natural para a familia Beery. Joe era o presidente da 
Life Technologies, desenvolvedores de tecnologias de 
sequenciamentos em uso por muitos grandes centres de 
sequenciamento de DNA. Os cases de Noah e Alexis fo- 
ram assumidos por Matthew Bainbridge e sua equipe no 
Baylor College of Medicine Human Genome Sequencing 
Center, em Houston, Texas. Os resultados mostraram-se 
decisivos. Os gemeos apresentavam mutagoes em sens 
genomas que produziram nao somente uma deficiencia 
na DOPA, mas tambem uma deficiencia potencial na pro- 
dugao do hormonio serotonina. Um pequeno ajuste na te- 
rapia de Alexis Ihe proporcionou o fim dos sintomas que 
colocavam sua vida em risco, e o mesmo tratamento foi 
oferecido ao sen irmao. Os dois irmaos agora levam uma 
vida normal. 

0 primeiro projeto de sequenciamento do genoma 
humano foi conclnido em 2001, apos 12 anos, a um custo 
de US$ 3 bilhoes. Esse custo caiu (Figura Q-1), e hoje 
genomas humanos completos sao comuns. 0 objetivo de 
1.000 dolares por genoma por pessoa esta no horizonte e 
promote tornar essa tecnologia amplamente disponivel. 
Como a maioria das alteragoes genomicas que afetam a 
saude humana esta em genes codificadores de proteinas 
(suposigao que pode ser contestada nos proximos anos), 
uma alternativa mais barata e simplesmente sequenciar 
o 1% do genoma que representa as regioes codificadoras 
(exons) de genes, on o exoma. 

Essa primeira sequencia do genoma humano veio de 
um genoma haploide, derivado de um amalgama de DNA 



FIGURA Q-1 Desde Janeiro de 2008, o custo do sequenciamento do ge¬ 
noma humano tern diminuido mais rapido do que o declinio projetado 
no custo do processamento de dados pelo computador (Lei de Moore). 


de varies seres humanos diferentes. A conclusao de uma 
sequencia de alta qualidade, em 2004, estabeleceu essa 
sequencia como o genoma humano de referencia. Se- 
quencias do genoma humano concluidas posteriormente, 
muitas de genomas diploides individuais, demonstraram o 
quanto existe de variagao genetica individual. Em relagao 
a sequencia de referencia, um ser humano comum tern 
cerca de 3,5 milhoes de SNP (cerca de 60% desses sao he- 
terozigotos, presentes apenas em um dos dois cromosso- 
mos) e algumas outras centenas de milhares de diferengas 
na forma de pequenas insergoes e delegoes e alteragoes no 
numero de copias repetidas. Apenas uma pequena porgao 
(5.000 a 10.000) dos SNP afeta as sequencias de aminoaci- 
dos das proteinas codificadas pelos genes. 

Essa complexidade assegura que, pelo menos no 
curto prazo, o diagnostico bem-sucedido de uma con- 
digao pelo sequenciamento de todo o genoma sera uma 
excegao, e nao a regra. Entretanto, poucas disciplinas 
avangam tao rapidamente quanto a genomica humana. 
0 numero de cases de sucesso aumenta rapidamente a 
medida que a tecnologia se torna mais amplamente dis- 
ponivel e se aprimora a capacidade das analises genomi¬ 
cas para reconhecer alteragoes geneticas causadoras de 
doengas. 


zima apirase antes que o proximo nucleotideo pulse. Quan- 
do um nucleotideo especifico e adicionado com sucesso as 
cadeias de um agrupamento, o pirofosfato e liberado como 
um supbroduto. Outra enzima na solugao que banha a su- 
perficie e a sulfurilase, que converte o pirofosfato em ATP. 

0 aparecimento do ATP fornece por fim o sinal de que 
um nucleotideo foi adicionado ao DNA. Tambem estao pre¬ 
sentes no meio a enzima denominada luciferase e uma mo- 
lecula do substrato, a luciferina (a luciferase e a enzima que 


gera o flash de luz produzido por vaga-lumes, ver Quadro 
13-1). Quando o ATP e gerado, a luciferase catalisa uma rea- 
gao com a luciferina que resulta em um pequeno flash de 
luz. Quando mniios flashes pequenos ocorrem em um gru- 
po, a luz emitida pode ser gravada em uma imagem captura- 
da. Por exemplo, quando o dCTP e adicionado a solugao, os 
flashes irao ocorrer apenas nos grupos onde G esta presente 
no molde e C e o proximo nucleotideo a ser adicionado a 
cadeia de DNA em formagao. Se houver uma fita de 2, 3 on 4 
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A base e incorporada; o 
pirofosfato e liberado. 
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residuos G no molde, um numero semelhante de residuos C 
serao adicionados a fita em formagao em um ciclo. Isso sera 
registrado como uma amplitude de flash nesse grupo 2, 3 ou 
4 vezes maior do que quando apenas um residuo C e adicio- 
nado. Do mesmo modo, quando e adicionado dGTP, ocorrem 
flashes em um conjunto diferente de grupos, marcando-os 
como grupos em que Geo proximo nucleotideo adicionado 
a sequencia. 0 comprimento do DNA que pode ser sequen- 
ciado com confianga em um grupo unico por esse metodo 
- muitas vezes chamado de comprimento lido ou ''reach' - 
normalmente e de 400 a 500 nucleotideos, como no inicio de 
2012, e esta sendo constantemente aperfeigoado. 

0 sequenciador Illumina e o metodo alternativo e utiliza 
uma tecnica conhecida como sequenciamento de termina- 
gao reversivel (Figura 9-26). Um oligonucleotideo inicia- 
dor de sequenciamento especial e adicionado, que e com- 
plementar aos oligonucleotideos de sequencia conhecida 
que foram ligados as extremidades dos fragmentos de DNA 
em cada grupo (como descrito anteriormente). Alem disso, 
nucleotideos terminadores marcados com fluorescencia e 
DNA-polimerase sao adicionados. A polimerase adiciona o 
nucleotideo adequado as fitas em cada grupo, cada tipo de 
nucleotideo (A, T, G ou C) transportando um marcador flu- 
orescente diferente. Esses nucleotideos terminadores tern 
grupos de bloqueio ligados as estremidades 3', permitindo 
apenas a adigao de um nucleotideo a cada fita. Em seguida, 
raios lasers excitam todos os marcadores fluorescentes, e 
uma imagem de toda a superficie revela a cor (e, portanto, 
a identidade da base) adicionada a cada grupo. 0 marcador 
fluorescente e os grupos de bloqueio sao entao removidos 
quimica ou fotoliticamente, em preparagao para a adigao de 
um novo nucleotideo para cada grupo. Os procedimentos 
de sequenciamento sao realizados em etapas. Os compri- 
mentos lidos sao mais curtos para esse metodo, normal¬ 
mente de 100 a 200 nucleotideos por grupo. 

Essas tecnologias sao manifestagoes modernas de um 
metodo de sequenciamento genomico as vezes chamado de 
sequenciamento shotgun. Muitas cdpias do DNA genomico 


Sequencia do nucleotideo 


AGGTC GTTCAG 



Nucleotideo adicionado 


FIGURA 9-25 Pirossequenciamento de ultima gera^ao. (a) 0 piros- 
sequenciamento utiliza as enzimas sulfurilase (ver Figura 22-15) e luciferase 
(ver Quadro 13-1) para detectar a adigao de nucleotideos com flashes de luz. 
0 grafico mostra as intensidades de luz observadas durante ciclos sucessivos 
de sequenciamento para um segmento de DNA imobilizado em um ponto 
especifico de uma placa de microtitulagao e (no topo) a sequencia de nu¬ 
cleotideos do DNA derivada deles, (b) Uma imagem de uma parte muito 
pequena de um ciclo do sequenciamento 454. Cada segmento individual 
de DNA a ser sequenciado e ligado a um microgranulo de capture de DNA, 
em seguida amplificado no granulo por PCR. Cada granulo e imerso em uma 
emulsao e colocado em um micropogo (—29 jLim) em uma placa de micro- 
titulagao. A reagao de luciferina e do ATP com a luciferase produz flashes de 
luz quando um nucleotideo e adicionado a um grupo de DNA especifico em 
um determinado pogo. Os circulos representam o mesmo grupo apos mul- 
tiplos ciclos. Nesse caso, a leitura do ciclo de cima (ou de baixo) da esquerda 
para a direita ao longo de cada seta fornece a sequencia para esse grupo. 


(b) 

Sequencia de DNA 
e m grupos circulados 

AGGTCGTTCAG: 

_CAGTTCAG: 


dNTP adicionado 
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(b) 


dNTP incorporado 
TACGGTCTC: 

CCCCCCAGT: 



(c) 



FIGURA 9-26 Sequenciamento de termina^ao reversivel de ultima gera^ao. (a) 0 meto- 
do de terminagao reversivel utilize marcadores fluorescentes para identificar nucleotideos. Gru¬ 
pos de bloqueio em cada nucleotideo marcado com fluorescencia evitam a adipao de multiplos 
nucleotideos por ciclo. (b) Seis ciclos sucessivos a partir de uma parte muito pequena de urn 
sequenciamento lllumina. Cada ponto colorido representa a localizapao de urn oligonucleoti- 
deo de DNA fixo na superficie da celula de fluxo. Os grupos circulados representam o mesmo 
ponto na superficie apos ciclos sucessivos e fornecem as sequencias indicadas. Os dados sao 
automaticamente gravados e digitalmente analisados. (c) Celula de fluxo tipica utilizada para 
urn sequenciador de ultima gerapao. Milhoes de fragmentos de DNA podem ser sequenciados 
simultaneamente em cada urn dos oito canais. 


sao cortadas para gerar cada conjunto de fragmentos. As- 
sim, um determinado segmento curto do genoma pode estar 
presente em dezenas on mesmo centenas de diferentes gru¬ 
pos sequenciados. Entretanto, nao ha qualquer marcagao 
sobre um fragmento individual para revelar a procedencia 
do genoma. Traduzir as sequencias desses milhoes de frag¬ 
mentos em uma sequencia genomica requer o alinhamento 
computadorizado de sequencias de fragmentos que se so- 
brepoem (Figura 9-27). As sobreposigoes permitem rastre- 
ar a sequencia ao longo de um cromossomo no computador, 
de um fragmento para outro. Isso permite a montagem de 
sequencias contiguas chamadas de contigs. Em um exer- 
cicio de sequenciamento genomico bem-sucedido, muitos 
contigs podem se estender por milhoes de pares de bases. 
Sao necessarias estrategias especiais para preencher as la¬ 
cunas inevitaveis e para lidar com as sequencias repetitivas. 

0 genoma humano contem genes e muitos outros tipos 
de sequencias 

Metodos novos e mais eficientes para o sequenciamento de 
DNA produziram uma explosao de novas sequencias geno- 


micas. Elas sao armazenadas e disponibilizadas em varies 
bancos de dados acessiveis publicamente. Uma boa aborda- 
gem para esses recursos pode ser encontrada no National 
Center for Biotechnology Information (NCBI; www.ncbi. 
nlm.nih.gov). A analise dessa riqueza crescente de infor- 
magoes genomicas esta em curso. 0 que revela o genoma 
humano e sua comparagao com o de outros organismos? 

Em alguns aspectos, o ser humano nao e tao complicado 
como se imaginava. A estimativa de decadas atras de que os 
seres humanos tivessem cerca de 100.000 genes nos apro- 
ximadamente 3,2 X 10^ pares de bases do genoma humano 
foi suplantada pela descoberta de que existem apenas cerca 
de 25.000 genes codificadores de proteinas - menos do que 
o dobro do numero em uma mosca-das-frutas (13,6 mil), 
nao muito mais do que em um nematodeo (20.000) e menos 
do que em uma planta de arroz (38.000). 

Em outros aspectos, entretanto, o ser humano e mais 
complexo do que se pensava anteriormente. 0 estudo da 
estrutura dos cromossomos eucarioticos e das sequencias 
do genoma revelou que muitos, se nao a maioria dos ge¬ 
nes eucarioticos, contem um ou mais segmentos de DNA 
intervenientes que nao codificam a sequencia de aminoa- 
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FIGURA9-27 Montagem da sequencia. Em uma sequencia genomica, 
cada par de bases do genoma costuma ser representado em varies, frequen- 
temente dezenas, dos fragmentos sequenciados, chamados de reads. E mos- 
trada uma pequena parte da sequencia de uma nova variante de especie 
de E. coli, com os reads gerados por urn sequenciador 454. Os numeros no 
topo representam as posiqoes dos pares de bases genomicos, em relaqao 
a urn "0"definido arbitrariamente. Todas as sequencias sao provenientes de 
urn contig longo denominado 356. Os reads sao representados por setas 
horizontais, com identificadores atribuidos por computador listados para 
cada urn a esquerda. Segmentos de fita de DNA sao sequenciados alea- 
toriamente, com sequencias obtidas de uma fita (5'^3', da esquerda para 
a direita) representadas por setas solidas e sequencias obtidas de outra fita 
(5'^3', da direita para a esquerda) representadas por linhas pontilhadas. As 


cidos do produto polipeptidico. Essas insergoes nao tra- 
duzidas interrompem, por outro lado, a relagao colinear 
entre a sequencia de nucleotideos do gene e a sequencia 
de aminoacidos do polipeptideo codificado. Esses segmen¬ 
tos de DNA nao traduzidos sao chamados de sequencias 
intervenientes ou mtrons, e os segmentos codificado- 
res sao chamados de exons (Figura 9-28). Poucos genes 
bacterianos contem mtrons. Os mtrons sao removidos do 
transcrito de RNA primario e os exons sao unidos para ge- 
rar um transcrito que pode ser traduzido juntamente em 
um produto proteico (ver Capitulo 26). Um exon muitas ve- 
zes (mas nem sempre) codifica um unico dominio de uma 
proteina maior com varios dominios. Modos alternativos de 
expressao genica e splicing do RNA permitem a produgao 
de varias combinagoes de exons, que levam a produgao de 
mais de uma proteina a partir de um unico gene. Os seres 
humanos compartilham muitos tipos de dominios de pro¬ 


ultimas sequencias sao automaticamente relatadas como seus complemen- 
tos quando sao fundidas com o conjunto de dados em geral. 0 limiar de 
cobertura na parte superior e uma medida da qualidade da sequencia. A 
barra verde maior indica as sequencias que foram obtidas em numero de 
vezes suficientes para gerar alta fidelidade nos resultados. A profundidade 
da linha de cobertura indica quantas vezes um determinado par de bases 
aparece em um read sequenciado. A barra azul vertical denota uma parte 
da sequencia destacada na linha de sequencia na parte inferior da figura. 0 
relatorio estatistico de SNP (no detaihe) e uma lista de posiqoes onde poli- 
morfismos de nucleotideos unicos parecem estar presentes em alguns dos 
reads. Esses supostos SNP sao muitas vezes verificados por sequenciamento 
adicional. Eles sao indicados nos reads por marcas verticais finas azuis nas 
linhas horizontais de cada read. 


Transcrito de mRNA 


Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4 Exon 5 



n 


FIGURA 9-28 fntrons e exons. Esse transcrito de gene contem cinco 
exons e quatro introns, ao longo das regioes 5'e 3' nao traduzidas (5'URT e 
3'URT). 0 splicing remove os introns para criar um produto de mRNA para a 
traduqao na proteina. 
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teinas com plantas, vermes e moscas, mas esses dommios 
sao utilizados em arranjos mais complexes, gerando, assim, 
protemas mais complexas. 

Nos mamiferos e em alguns outros eucariotos, um gene 
normal tern uma proporgao muito maior de DNA intron do 
que DNA exon; na maioria dos cases, a fungao dos introns 
nao e clara. Apenas cerca de 1,5% do DNA humane e “co- 
dificador” on DNA exon, transportando informagao para os 
produtos proteicos (Figura 9-29a). Entretanto, quando os 
introns muito maiores sao incluidos na contagem, cerca de 
30% do genoma humane consiste nesses genes. Varies es- 
forgos estao em curso para categorizar os genes codificado- 
res de protemas por fungao (Figura 9-29b). 

A relativa escassez de genes no genoma humane deixa 
uma grande quantidade de DNA inexplicado. Grande parte 
do DNA no gene esta na forma de sequencias repetidas de 
varies tipos. Talvez o mais surpreendente seja que cerca de 
metade do genoma humane e constituida por sequencias 
moderadamente repetidas derivadas de elementos trans- 
poniveis - segmentos de DNA que vao de algumas centenas 
a varies milhares de pares de bases de comprimento, que 
podem se mover de um local para outro no genoma. Origi- 
nalmente descobertos no milho por Barbara McClintock, os 
elementos transponiveis, on transposons, sao uma especie 
de parasita molecular. Eles fazem sua casa nos genomas de 
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FIGURA 9-29 Panorama do genoma humano. (a) Este grafico setorial 
mostra as proporgoes de varies tipos de sequencias no genoma humano. Os 
transposons, incluindos os SINE e LINE, sao descritos nos Capitulo 25 e 26. (b) 
Os aproximadamente 25.000 genes codificadores de protemas no genoma 
humano podem ser classificados pelo tipo de proteina que codificam. 


essencialmente todos os organismos de modo eficiente e em 
grande parte passive. Muitos transposons contem genes que 
codificam protemas que catalisam o proprio processo de 
transposigao, como detalhado nos Capitulos 25 e 26. Existem 
multiplas classes de transposons no genoma humano. Alguns 
sao ativos, movendo-se em frequencia baixa, mas a maioria e 
inativo, reliquias evolutivas alteradas por mutagoes. 

Uma vez que os genes codificadores de protemas (in- 
cluindo exons e introns) e transposons sejam levados em 
conta, talvez restem cerca de 25% do DNA total. A maior 
parcela disso consiste em sequencias unicas encontradas 
entre genes codificadores de protemas. Como descrito no 
Capitulo 26, praticamente todos esses segmentos de DNA 
sao transcritos em RNA em pelo menos algumas celulas hu- 
manas. Novas classes de RNA funcionais - codificadas por 
genes cuja existencia era previamente insuspeita - estao 
sendo descobertas em um ritmo acelerado. Muitos genes 
codificadores de RNA funcionais sao dificeis de identificar 
pelos metodos automatizados, em particular quando os pro¬ 
dutos de RNA nao foram caracterizados. Entretanto, os ge¬ 
nes codificadores de RNA sao claramente uma caracteristi- 
ca marcante dessas regioes genomicas, que de outro modo, 
seriam desconhecidas. 

Outros 3% on menos do genoma humano sao compos- 
tos de sequencias altamente repetitivas chamadas de repe- 
tigoes de sequencias simples (SSR). Geralmente com 
menos de 10 pb de comprimento, uma SSR e algumas vezes 
repetida milhoes de vezes por celula e tern uma importancia 
funcional identificavel no metabolismo de celulas humanas. 
Os exemplos mais importantes de DNA SSR ocorrem em 
centromeres e telomeros (ver Capitulo 24). Entretanto, re- 
petigoes longas de sequencias simples tambem ocorrem por 
todo o genoma. 

0 que todas essas informagoes nos revelam sobre as se- 
melhangas e diferengas entre os seres humanos individuais? 
Dentro da populagao humana ha milhoes de variagoes de 
base unica, chamadas de polimorfismos de nucleotideo 
unico, on SNP (pronuncia-se “snips”). Cada ser humano 
difere do proximo, em media, em 1 em cada 1.000 pb. Mui- 
tas dessas variagoes estao na forma de SNP, mas tambem 
ocorre uma grande variedade de delegoes maiores, inser- 
goes e pequenos rearranjos na populagao humana. A partir 
dessas diferengas geneticas, muitas vezes sutis, surgem as 
variagoes humanas perceptiveis - diferengas na cor do ca- 
belo, estatura, visao, alergias, tamanho do pe e (ate certo 
grau desconhecido) comportamento. 

0 processo de recombinagao genetica e a segrega- 
gao cromossomica durante a meiose tendem a misturar e 
combinar essas pequenas variagoes geneticas para que 
diferentes combinagoes de genes sejam herdadas (ver Ca¬ 
pitulo 25). Quando duas dessas variagoes geneticas estao 
em cromossomos diferentes, as variantes especificas que 
possam ser herdadas por um determinado individuo sao o 
resultado do acaso. Se as variantes geneticas estao no mes- 
mo cromossomo, a chance delas serem herdadas em con- 
junto e uma fungao inversa da distancia entre elas. Grupos 
de SNP e outras diferengas geneticas proximas no mesmo 
cromossomo sao raramente afetados por recombinagao e 
costumam ser herdados juntos; esses grupos sao conheci- 
dos como haplotipos. Os haplotipos fornecem marcadores 
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FIGURA9-30 Identifica^ao de haplotipos. (a) Polimorfismos de nucleo- 
tideo unico (SNP), ou posigoes no genoma humano onde as sequencias va- 
riam de urn individuo para outro, sao identificadas em amostras genomicas e 
(b) grupos de SNP relativamente proximos uns dos outros em urn cromosso¬ 
mo (dentro de algumas dezenas de milhares de pares de bases) sao compila- 
dos em urn haplotipo. Os SNP irao variar na populagao em geral, assim como 
nos quatro individuos ficticios mostrados nos paineis (a) e (b). Entretanto, os 
SNP escolhidos para definir urn haplotipo sao frequentemente os mesmos 
na maioria dos individuos de uma determinada populapao. (c) SNP definido- 


res de haplotipos (SNP marcadores) podem ser utilizados para simplificar o 
processo de identificagao de urn haplotipo de urn individuo (sequenciando 
3 SNP definidores, em vez de todos os 20). Se os SNP marcadores mostrados 
em vermelho claro forem sequenciados, os nucleotideos A, T e G nas tres 
posigoes sucessivas do SNP marcador poderiam ser caracteristicos de uma 
populagao nativa de urn local no norte da Europa, enquanto os nucleotideos 
G,T e C nessas tres mesmas posigoes genomicas poderiam ser encontrados 
em uma populagao da Asia. Multiplos haplotipos deste tipo sao utilizados 
para rastrear migragoes humanas pre-historicas (ver Eigura 9-35). 


convenientes para algumas populagoes humanas e indivi¬ 
duos dentro das populagoes. 

Para definir um haplotipo sao necessarias varias eta- 
pas. Em primeiro lugar, as posigoes que contem SNP 
na populagao humana sao identificadas em amostras de 
DNA genomico a partir de multiplos individuos (Figura 
9-30a). Cada SNP pode ser separado do seguinte por 
muitos milhares de pares de bases. Em segundo lugar, os 
SNP relativamente proximos em um cromossomo e, por- 
tanto, geralmente herdados juntos, sao compilados em 
haplotipos (Figura 9-30b). Cada haplotipo consiste nas 
bases especificas encontradas nas varias posigoes do SNP 
no haplotipo definido. Finalmente, SNP marcadores - um 
subconjunto de SNP que define todo o haplotipo - sao es¬ 
colhidos para identificar cada haplotipo individualmente 
(Figura 9-30c). Por meio do sequenciamento de apenas 
essas posigoes marcadoras em amostras genomicas de po- 
pulagoes humanas, os pesquisadores rapidamente identi- 
ficam quais haplotipos estao presentes em cada individuo. 
Haplotipos especialmente estaveis existem no genoma 
mitocondrial (que, sendo herdados pela mae, nunca so- 
frem recombinagao meiotica) e no cromossomo Y mascu- 
lino (apenas 3% dos quais sao homologos ao cromossomo 
X e, portanto, sujeitos a recombinagao). 

0 sequenciamento do genoma da informa^es sobre a 
humanidade 

A finalidade principal da maioria dos projetos de sequen¬ 
ciamento do genoma e identificar elementos geneticos 
conservados de significado funcional, como as sequencias 
conservadas dos exons, regioes reguladoras e outras carac- 
teristicas genomicas, como centromeros e telomeros. Um 


dos principais objetivos do sequenciamento do genoma 
humano e a identificagao das diferengas entre o genoma 
humano e dos outros organismos. Embora o genoma hu¬ 
mano esteja intimamente relacionado a genomas de outros 
mamiferos em amplos segmentos de cada cromossomo, as 
diferengas de uns poucos porcentuais em bilhoes de pares 
de bases adicionam milhoes de distingoes geneticas. A pes- 
quisa sobre essas diferengas utilizando tecnicas genomicas 
comparativas revela a base molecular de doengas geneticas 
humanas e ajuda a identificar genes, alteragoes genicas e 
outras caracteristicas genomicas exclusivamente humanas 
e, assim, contribuir para definir caracteristicas humanas 
como cerebro grande, habilidades linguisticas, a capacidade 
de produzir ferramentas ou o bipedalismo. 

As sequencias do genoma de parentes biologicos mais 
proximos, os chimpanzes e bonobos, oferecem algumas pis- 
tas importantes e ilustram o processo comparativo. Os seres 
humanos e os chimpanzes compartilharam um ancestral co¬ 
mum cerca de 7 milhoes de anos atras. As diferengas geno¬ 
micas entre as duas especies sao de dois tipos: mudangas 
de pares de base (SNP) e rearranjos genomicos maiores de 
muitos tipos. Os SNP em regioes codificadoras de proteinas 
com frequencia resultam em mudangas nos aminoacidos que 
podem ser utilizadas para construir uma arvore filogenetica 
(Figura 9-3la). Os segmentos de cromossomos podem se 
inverter ao longo do processo evolutivo. Os processos que 
levam a tais inversoes sao complicados e raros, mas a linha- 
gem humana tern segmentos longos de DNA invertidos (em 
relagao a outros primatas) em fungao de processos nos cro¬ 
mossomos l,12,15,16el8. Fusoes cromossomicas tambem 
podem ocorrer. Na linhagem humana, dois cromossomos en¬ 
contrados em outras linhagens de primatas se fusionaram 
para formar o unico cromossomo 2 humano (Figura 9-3lb). 
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FIGURA 9-31 Altera^es genomicas na linhagem Humana, (a) Esta 
arvore evolutiva para primatas e derivada de sequencias para 0 receptor de 
progesterone, que ajudam a regular muitos eventos na reproduqao. 0 gene 
que codifica essa proteina sofreu mais alteraqoes evolutivas do que a maioria. 
Mudanqas nos aminoacidos associadas unicamente a humanos, chimpanzes 
e bonobos sao listadas pelo numero de residues ao lado de cada ramo. (b) Os 
genes nos cromossomos de chimpanzes 2p e 2q sao homologos aqueles no 
cromossomo 2 humano, indicando que, em algum ponto na linhagem que 
leva aos humanos, os dois cromossomos se fusionaram em urn. 


Assim, a linhagem humana tern 23 pares de cromossomos 
em vez dos 24 pares normals em outros primatas. Quando 
essa fusao apareceu na linha que conduz aos seres huma¬ 
nos, ela representou uma grande barreira para 0 cruzamen- 
to com outros primatas que nao a apresentavam. 

Sem considerar os transposons e os grandes rearran- 
jos cromossomicos, os genomas humanos e de chimpanzes 
publicados diferem em apenas 1,23% no nivel de pares de 
bases (em comparagao com a variagao de 0,1% de um ser 
humano para outro). Sem considerar mais variagoes nas 
posigoes onde existe um polimorfismo conhecido tanto na 
populagao humana quanto na de chimpanzes (essas pouco 
provavelmente refletem uma mudanga evolutiva que define 
uma nova especie), as diferengas aumentam para cerca de 
1,06%, on cerca de 1 em cada 100 pb. Essa pequena porcen- 
tagem se traduz em mais de 30 milhoes de mudangas de pa¬ 
res de base, algumas das quais afetam a fungao de proteinas 
e a regulagao genica. Os rearranjos genomicos que ajudam 
a distinguir os chimpanzes e os seres humanos incluem 5 
milhoes de insergoes curtas on delegoes envolvendo alguns 
pares de bases cada, bem como um numero substancial de 
insergoes maiores, delegoes, inversoes on duplicagoes que 
podem envolver muitos milhares de pares de bases. Quan¬ 
do insergoes de transposons - importante fonte de variagao 
genomica - sao incluidas, as diferengas entre os genomas 
humano e de chimpanze aumentam para cerca de 90 mi¬ 
lhoes de pb, representando outros 3% desses genomas. Com 
efeito, cada especie tern segmentos de DNA, constituindo 40 
a 45 milhoes de pb totalmente exclusives para esse genoma 
particular, com insergoes cromossomicas maiores, duplica¬ 


goes e outros rearranjos que afetam mais pares de bases do 
que fazem as mudangas de nucleotideo unico. Portanto, as 
diferengas genomicas totals entre chimpanzes e humanos 
equivalem a cerca de 4% de sens genomas. 

Classificar as diferengas genomicas relevantes para ca- 
racteristicas exclusivamente humanas e uma tarefa desen- 
coraj adora. Se as duas especies compartilham um ancestral 
comum, entao, assumindo uma taxa de evolugao semelhante 
em ambas as linhagens, metade das mudangas representa 
mudangas na linhagem dos chimpanzes e a outra metade 
alteragoes na linhagem humana. Quando se observa uma 
diferenga, como descrever qual variante era aquela presen¬ 
te no ancestral comum? Uma maneira e comparar ambas as 
sequencias do genoma com as de organismos relacionados 
mais distantemente, chamados de grupos externos. Consi- 
dere um locus X, onde existe uma diferenga entre 0 genoma 
humano e 0 do chimpanze (Figura 9-32). A linhagem do 
orangotango, um grupo externo, divergiu da de chimpanzes 
e humanos antes do ancestral comum chimpanze-humano. 
Se a sequencia no locus X e identica em orangotangos e 
chimpanzes, essa sequencia estava provavelmente presente 
no ancestral chimpanze-humano, e a sequencia observada 
em humanos e especifica para a linhagem humana. As se¬ 
quencias identicas em seres humanos e nos orangotangos 
podem ser eliminadas como candidatas para caracteristicas 
genomicas humanas especificas. A importancia de compara- 
goes com grupos externos intimamente relacionados origi- 
nou novos esforgos para sequenciar 0 genoma de orangotan¬ 
gos, macacos e muitas outras especies de primatas. 

(a) 

Humano Chimpanze 

I^ ^GeneX] ^^ I ^GeneX] ^^ 

— ATTGC--- --- ATGGC--- 


Ancestral? 

(b) Orangotango 

Humano Chimpanze (grupo externo) 

l^ ^GeneXj ^^ l^ ^GeneXj ^^ l^ ^GeneX] ^^ 
-ATTGC--- — ATGGC--- --- ATGGC — 



FIGURA 9-32 Determina^ao das altera^es de sequencias unicas 
para uma linhagem ancestral, (a) Sao comparadas as sequencias do 
mesmo gene hipotetico em humanos e chimpanzes. A sequencia deste 
gene em seu ultimo ancestral comum e desconhecida. (b) 0 genoma do 
orangotango e utilizado como um grupo externo. A sequencia do gene do 
orangotango e identica a do gene do chimpanze. Isso significa que a muta- 
pao que leva a diferengas entre humanos e chimpanzes quase certamente 
ocorreu na linhagem que conduziu aos humanos modernos, e o ancestral 
comum de humanos e chimpanzes (e orangotangos) tinha a sequencia ago¬ 
ra encontrada em chimpanzes. 
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A busca pelas bases geneticas de caractensticas hu- 
manas especiais, tais como a fungao cerebral avangada, 
beneficia-se de duas abordagens complementares. As pri- 
meiras pesquisas de regioes genomicas mostram alteragoes 
extremas a partir de outros primatas. Essas incluem varias 
duplicagoes de genes on a adigao de segmentos genomicos 
grandes nao presentes em outros primatas. A segunda abor- 
dagem analisa genes conhecidos envoMdos em condigoes 
humanas relevantes. Para a fungao cerebral, por exemplo, 
pode-se examinar genes que, quando mutados, contribuem 
para os transtornos cognitivos on outros disturbios mentals. 

Notavelmente, as analises da linhagem humana ainda 
nao detectaram um enriquecimento de modificagoes ge¬ 
neticas nos genes que codificam proteinas envolvidas no 
desenvolvimento on no tamanho cerebral. Em primatas, a 
maioria dos genes que funcionam exclusivamente no cere- 
bro e ainda mais altamente conservada do que os genes que 
funcionam em outros tecidos. Entretanto, algumas diferen- 
gas na expressao genica sao observadas. Quando as mudan- 
gas em regioes genomicas relacionadas a regulagao genica 
sao analisadas, os genes envolvidos no desenvolvimento 
neural e nutrigao sao desproporcionalmente afetados. Di- 
versos genes codificadores de RNA, alguns com expressao 
concentrada no cerebro, tambem mostram evidencias de 
evolugao acelerada (Figura 9-33) . As muitas novas classes 
de RNA que estao sendo descobertas (ver Capitulo 26) pro- 
vavelmente irao mudar radicalmente a perspectiva sobre 
como a evolugao altera o funcionamento dos sistemas de 
seres vivos. E cada vez mais evidente que os genes expres¬ 
ses talvez nao sejam tao importantes como quando, onde e 
quanto deles e expresso. 

Compara^es do genoma ajudam a localizar genes 
envolvidos em doen^as 

0 Projeto Genoma Humane tern cumprido o sen poten- 
cial para acelerar a descoberta de genes subjacentes a 
doengas geneticas: mais de 1.600 doengas geneticas humanas 
ja tiveram sens genes especificos mapeados. Com o uso de 
um metodo denominado analise de ligagao, o gene envoM- 
do em uma doenga e mapeado em relagao aos polimorfismos 
geneticos bem caracterizados que ocorrem em todo o genoma 
humane. A busca muitas vezes comega com uma on mais fa- 
milias grandes que incluam varies individuos afetados por 
determinada doenga ao longo de varias geragoes. A aborda- 
gem mais comum e basicamente um exercicio de filogenetica 
(o estudo de parentesco evolutive entre grupos de organis- 



mos) e esta profundamente enraizada em conceitos deriva- 
dos da biologia evolutiva. E possivel ilustrar descrevendo a 
busca de um gene envolvido na doenga de Alzheimer. Cerca 
de 10% de todos os cases dessa doenga nos Estados Unidos 
resultam de uma predisposigao hereditaria. Varies genes dife- 
rentes que foram descobertos, quando mutados, podem levar 
ao aparecimento precoce da doenga de Alzheimer. Um desses 
genes (PSl^ codifica a protema presenilina-1 e para sua des¬ 
coberta a analise de ligagao foi muito utilizada. 

Assim como os haplotipos dependem dos SNP que se 
encontram juntos em um cromossomo, a analise de ligagao 
envolve a busca dos SNP que se encontram proximos do 
gene de interesse. Nesse tipo de estudo, os pesquisadores 
se concentram nas familias afetadas pela doenga, e pro- 
curam familias nas quais as amostras de DNA podem ser 
obtidas a partir de individuos de varias geragoes. As amos¬ 
tras de DNA sao coletadas tanto dos membros da familia 
afetados quanto dos nao afetados. Em primeiro lugar, os 
pesquisadores localizam a regiao associada a doenga em 
um cromossomo especifico, utilizando conjuntos (chama- 
dos paineis) de localizagoes genomicas onde SNP comuns 
on outras alteragoes genomicas mapeadas ocorrem em 
uma proporgao significativa da populagao humana. Assim, 
muitos, mas nao todos os humanos diferem na sequencia 
genomica nesses locals. Utilizando um painel que inclua 
varies loci SNP bem caracterizados mapeados para cada 
cromossomo, os investigadores comparam os genotipos de 
individuos com e sem a doenga, se concentrando princi- 
palmente nos familiares proximos. Para a doenga de Al¬ 
zheimer, duas das muitas linhagens familiares utilizadas 
para procurar esse gene no inicio da decada de 1990 sao 
mostradas na Figura 9-34. Utilizando essas linhagens, 
os investigadores descobriram variantes SNP especificas 
herdadas no mesmo on quase no mesmo padrao que o 
gene causador da doenga. 0 gene responsavel pode gra- 
dualmente ser localizado em um unico cromossomo, se a 
heranga das variantes especificas de SNP no cromossomo 
se refletir perto da heranga da condigao da doenga. Uma 
localizagao mais detalhada de um gene em um cromosso¬ 
mo causador de doenga se baseia em metodos estatisticos 
para correlacionar a heranga de polimorfismos adicionais 
mais proximos no espago com a ocorrencia da doenga, se 
concentrando sobre um painel mais dense de polimorfis¬ 
mos que se sabe que ocorre no cromossomo de interesse. 
Quanto mais proximo um marcador esta localizado do gene 
de uma doenga, maior a probabilidade dele ter side herda- 
do junto com esse gene. Esse processo pode indicar uma 


Locus HAR1F 

Humano 

Chimpanze 

Gorila 

Orangotango 

Macaco 

Camundongo 

Cao 

Boi 

Ornitorrinco 

Gamba 

Galinha 


Posi^ao 

20 30 40 50 

AGA0TTACAGCAA0TGTCAGCTGAAAT'GATGGGCGTAGACGCACGT 

AGAAATTACAGCAATTTATCAACTGAAATTATAGGTGTAGACACATGT 

AGAAATTACAGCAATTTATCAACTGAAATTATAGGTGTAGACACATGT 

AGAAATTACAGCAATTTATCAACTGAAATTATAGGTGTAGACACATGT 

AGAAATTACAGCAATTTATCAGCTGAAATTATAGGTGTAGACACATGT 

AGAAATTACAGCAATTTATCAhCTGAAATTATAGGTGTAGACACATGT 

AGAAATTACAGCAATTTATCAACTGAAATTATAGGTGTAGACACATGT 

AGAAATTACAGCAATTC-ATCAiCTGAAATTATAGGTGTAGACACATGT 

ATAAATTACAGCAATTTATCAA@TGAAATTATAGGTGTAGACACATGT 

AGAAATTACAGCAATTTATCAACTGAAATTATAGGTGTAGACACATGT 

AGAAATTACAGCAATTTATCAACTGAAATTATAGGTGTAGACACATGT 


FIGURA 9-33 Evolugao acelerada em alguns 
genes humanos. 0 locus HARIF especifica um 
RNA nao codificador que e altamente conservado 
em vertebrados. Em humanos, o gene HARl F exi- 
be um numero incomum de mutapoes (vermelho- 
-claro sombreado), fornecendo evidencia de evo- 
lupao acelerada. 
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FIGURA 9-34 Analise de liga^ao na descoberta de genes de doen- 
^as. (a) Estes heredogramas para duas familias afetadas pelo inicio precoce 
da doenpa de Alzheimer se baseiam nos dados disponiveis no momento do 
estudo. Os simbolos vermelhos representam os individuos afetados; as bar- 
ras indicam as mortes antes ou logo no inicio do estudo. 0 numero acima 
de cada simbolo corresponde a idade da pessoa, tanto no tempo do estudo 
quanto no momento da morte (indicada com a letra D). Para proteger a pri- 
vacidade da familia, o genero nao e indicado. (b) Cromossomo 14, com ban- 
das criadas por alguns corantes. As posiqoes dos marcadores de cromosso- 


mos sao mostradas a direita, com a distancia genetica entre eles apresentada 
em uma medida de distancia genetica chamada de centimorgans, refletindo 
a frequencia de recombinaqao entre eles. 0 TCRD (receptor delta de celula T) 
e PI (AACT [al-antiquimotripsina]) sao genes com alteraqoes na populaqao 
humana que foram utilizados como marcadores, juntamente com os SNP, 
no mapeamento de cromossomos. (c) A partir da comparaqao do DNA dos 
membros de familias afetadas e nao afetadas, uma regiao de interesse que 
contem 19 genes expresses foi finalmente definida proxima do marcador 
D14S43.0 gene marcado 5/S2 (em vermelho) codifica a presenilina-1. 


regiao do cromossomo que contem o gene. No exemplo da 
doenga de Alzheimer, a analise de ligagao indicou que o 
gene causador da doenga estava em algum lugar proximo a 
um locus de SNP chamado D14S43 (Figura 9-34c). 

As etapas finais da pesquisa para o gene da doenga uti- 
lizam novamente o banco de dados do genoma humano. A 
regiao local que contem o gene e examinada e os sens ge¬ 
nes sao identificados. 0 DNA de muitos individuos, alguns 
com a doenga e outros sem a doenga, e sequenciado nessa 
regiao. Com o numero crescente de individuos analisados. 


esse processo gradual leva a identificagao das variantes ge- 
neticas consistentemente presentes em individuos com a 
doenga e ausentes em individuos nao afetados. A pesquisa 
pode ser auxiliada por uma compreensao da fungao dos ge¬ 
nes na regiao-alvo, porque vias metabolicas especificas po- 
dem ser mais propensas a produzir a doenga do que outras. 
Em 1995, o gene no cromossomo 14 associado a doenga de 
Alzheimer foi identificado como o gene SI 82. 0 produto 
desse gene foi denominado de presenilina-1, e o proprio 
gene depois foi renomeado para PSl . 
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Mais complexos sao os casos em que a doenga e causada 
pela presenga de mutagoes em dois genes diferentes (ne- 
nhum dos quais, isoladamente, e capaz de causar a doenga), 
on quando uma condigao especifica e potencializada por 
uma mutagao, de outra maneira indcua, em outro gene. A 
identificagao dos genes e mutagoes responsaveis por essas 
doengas digenicas e extremamente dificil e essas doengas, 
algumas vezes, so sao possiveis de serem documentadas 
dentro de populagoes pequenas, isoladas e altamente puras. 

Os bancos de dados do genoma abrem caminhos alter- 
nativos para a identificagao de genes de doengas, especial- 
mente quando a informagao bioquimica sobre a doenga e 
conhecida. No caso da doenga de Alzheimer, um acumulo 
de proteina /3 amiloide no sistema limbico e nos cortices de 
associagao do cerebro e, pelo menos parcialmente, respon- 
savel pelos sintomas. Defeitos na presenilina-1 (e em uma 
proteina relacionada, a presenilina-2, codificada por um 
gene no cromossomo 1) conduzem a niveis corticais eleva- 
dos de proteina j8 amiloide. Bancos de dados se concentram 
em catalogar tal informagao funcional sobre os produtos 
proteicos de genes e nas redes de interagao de proteinas, 
localizagao de SNP e outros dados, proporcionando um ca- 
minho rapido para a identificagao de genes candidates a 
determinada doenga. Um pesquisador com certo conheci- 
mento sobre os tipos de enzimas on outras proteinas que 
contribnem para a doenga pode utilizar esses bancos de 
dados para gerar uma lista de genes conhecidos que codi- 
ficam proteinas com fungoes relevantes, genes adicionais 
nao caracterizados com relagoes de ortologos on paralogos 
aos genes nesta lista, uma lista de proteinas conhecidas que 
interagem com as proteinas-alvo on ortologos em outros or- 
ganismos e um mapa de posigoes de genes. Com os dados 
de linhagens de familias selecionadas, uma pequena lista de 


genes potencialmente relevantes pode muitas vezes ser ra- 
pidamente determinada. 

Essas abordagens nao se limitam a doengas humanas. 
Os mesmos metodos podem ser utilizados para identificar 
os genes envoMdos em doengas - on genes que produzem 
caracteristicas desejaveis - em outros animais e plantas. ■ 

Sequencias no genoma informam sobre o passado 
humano efornecem oportunidades para o future 

Cerca de 70.000 anos atras, um pequeno grupo de seres 
humanos na Africa atravessou o Mar Vermelho em diregao 
a Asia. Talvez incentivados por alguma inovagao na cons- 
trugao de pequenos barcos, on conduzidos por conflitos on 
fome, on simplesmente curiosos, eles atravessaram a bar- 
reira de agua. Essa colonizagao inicial, talvez envolvendo 
1.000 individuos, comegou uma jornada que so parou quan¬ 
do os seres humanos chegaram a Terra do Fogo (no extre- 
mo sul da America do Sul) muitos milhares de anos mais 
tarde. No processo, uma populagao estabelecida a partir de 
uma expansao de hominideos na Eurasia, incluindo o Homo 
neanderthalensis, foi deslocada. Os neandertais desapare- 
ceram assim como o Homo erectus e outras linhas de homi¬ 
nideos antes deles. 

A historia do aparecimento dos seres humanos moder- 
nos pela primeira vez na Africa algumas centenas de milha¬ 
res de anos atras, e suas migragoes a medida que eles por 
fim se irradiaram para fora de Africa, esta escrita no DNA. 
Com a utilizagao de sequencias genomicas de varias espe- 
cies, a evolugao de primatas e hominideos se tornou mais ni- 
tida. Utilizando haplotipos presentes em populagoes huma¬ 
nas existentes, e possivel tragar as migragoes dos intrepidos 
antepassados humanos em todo o planeta (Figura 9-35). 



FIGURA 9-35 Os caminhos das migrates humanas. Quando uma pe¬ 
quena parte de uma populapao humana migra para fora de um grande gru¬ 
po, ela carrega apenas parte de toda sua diversidade genetica. Assim, alguns 
haplotipos estarao presentes no grupo que migrou, mas nao todos eles. Ao 
mesmo tempo, mutagoes podem criar novos haplotipos ao longo do tem¬ 
po. Este mapa foi gerado a partir de analises de marcadores geneticos (ha¬ 
plotipos definidos pelos numeros M ou ELY) no cromossomo Y. As amostras 
geneticas foram colhidas de populagoes indigenes ha muito estabelecidas 


em pontos geograficos ao longo das rotas assinaladas. Os haplotipos que 
aparecem subitamente ao longo do caminho de migragao, refletindo novas 
mudangas (mutagoes) em localizagoes genomicas de SNP especificas em 
algumas populagoes isoladas, sao chamados de"eventos fundadores". Eles 
permitem aos pesquisadores rastrearem as migragoes a partir desse ponto, 
uma vez que outras populagoes com o novo haplotipo foram provavelmen- 
te descendentes da populagao fundadora. A abreviagao kyo significa "milha¬ 
res de anos atras." 
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METODOS 


Conhecendo os neandertais 


Os seres humanos modernos e os neandertais convive- 
ram na Europa e Asia ha relativamente recentes 30 mil 
anos. As populagoes ancestrais humanas e neandertais 
divergiram ha cerca de 370.000 anos, antes do apareci- 
mento dos seres humanos anatomicamente modernos. 
Os neandertais utilizavam ferramentas, viviam em pe- 
quenos grupos e enterravam sens mortos. Dos paren- 
tes hominideos conhecidos dos humanos modernos, os 
neandertais sao os mais proximos. Durante centenas de 
milenios, eles habitaram grande parte da Europa e Asia 
Ocidental (Figura Q-1). Se o genoma do chimpanze in¬ 
forme algo sobre o que e ser humano, talvez o genoma 
neandertal informe mais. Ossos enterrados que perma- 
necem sendo retirados de cemiterios sao fragmentos de 
DNA do genoma neandertal. As tecnologias desenvolvi- 
das para uso em ciencia forense (ver Quadro 9-1) e estu- 
dos de DNA arqueologico foram combinados para iniciar 
um projeto genoma neandertal. 


Esse esforgo e diferente dos projetos genoma que 
visam especies existentes. 0 DNA neandertal esta pre¬ 
sente em pequenas quantidades contaminadas com o 
DNA de outros animals e de bacterias. Como se pode 
chegar ate ele e como estar certo de que as sequencias 
sao realmente de neandertais? As respostas foram re- 
veladas por aplicagoes inovadoras da biotecnologia. Es- 
sencialmente, as pequenas quantidades de fragmentos 
de DNA encontradas em um osso neandertal ou outros 
restos sao clonadas em uma biblioteca, e os segmentos 
de DNA sao sequenciados de forma aleatoria, inclusive 
os contaminantes. Os resultados do sequenciamento sao 
comparados com o banco de dados do genoma huma¬ 
no e do chimpanze existentes. Os segmentos derivados 
de DNA neandertal sao rapidamente diferenciados dos 
segmentos derivados de bacterias ou insetos por analise 
computadorizada, porque eles tern sequencias estreita- 
mente relacionadas ao DNA humano e do chimpanze. 
Quando uma colegao de segmentos de DNA neandertal 
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FIGURA Q -1 Os neandertais ocuparam grande parte da Europa e Asia gicos neandertais estao aqui mostrados. (Observe que o grupo foi assim 
Ocidental ate cerca de 30.000 anos atras. Os principais sitios arqueolo- chamado por causa do sitio em Neanderthal na Alemanha.) 


Os neandertais nao foram simplesmente deslocados. Ocor- 
reu alguma mistura. Utilizando-se metodos sensiveis com 
base em PCR, agora esta disponivel uma sequencia quase 
completa do genoma de neandertais (Quadro 9-3). Sabe-se 
que cerca de 4% dos genomas humanos de nao africanos 
sao derivados de neandertais. Algumas populagoes huma¬ 
nas tambem adquiriram o DNA genomico de outro grupo 
recentemente descoberto, os denisovanos. 0 DNA de ne¬ 
andertais forneceu aos humanos um sistema imune mais 
complexo, tornando-nos mais resistentes a infecgao, mas 
tambem um pouco mais suscetiveis a doengas autoimunes. 


A historia do passado humano esta gradualmente tomando 
forma a medida que mais genomas humanos, dos vivos hoje 
e daqueles que viveram em milenios passados, estao sendo 
reunidos. 

A promessa medica de sequencias genomicas pessoais 
cresce a medida que mais genes subjacentes a doengas he- 
reditarias sao definidos. 0 conhecimento de sequencias ge¬ 
nomicas tambem oferece a possibilidade de altera-los. Atual- 
mente e comum modificar sequencias de DNA de organismos 
a partir de bacterias e leveduras para plantas e mamiferos 
para fins de investigagao e comercializagao. Os esforgos para 
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e sequenciada, pode ser utilizada como sonda para iden- 
tificar os fragmentos de sequencia em amostras antigas 
que se sobrepoem a esses fragmentos conhecidos. 0 po- 
tencial problema de contaminagao com o DNA humano 
moderno estreitamente relacionado pode ser controlado 
pela analise do DNA mitocondrial. As populagoes huma- 
nas tern haplotipos facilmente identificaveis (conjuntos 
distintos de diferengas genomicas; ver Figura 9-30) no 
sen DNA mitocondrial, e a analise de amostras de nean- 
dertais mostrou que o DNA mitocondrial neandertal tern 
sens proprios haplotipos distintos. A presenga nas amos¬ 
tras neandertais de algumas diferengas encontradas em 
pares de bases no banco de dados do chimpanze, mas 
nao no banco de dados humano, e mais uma evidencia 
de que as sequencias de hominideos nao humanos foram 
encontradas. 

A conclusao dessa tarefa desafiadora esta no horizon- 
te. 0 projeto de sequenciamento do genoma neandertal, 
revelado no inicio de 2009, abrangeu mais de 60% das 
sequencias genomicas. 0 sequenciamento final vai exigir 
um pouco mais de tempo. Os dados fornecem evidencias 
de que os humanos modernos e os neandertais que foram 
a fonte desse DNA compartilharam um ancestral comum 
cerca de 700.000 anos atras (Figura Q-2). A analise do 
DNA mitocondrial sugere que os dois grupos continua- 
ram no mesmo caminho, com algum fluxo genico entre 
eles, ao longo de mais 300 mil anos. As linhagens se se- 
pararam com a aparencia de humanos anatomicamente 
modernos, embora hoje existam evidencias para algum 
entrelagamento das linhagens um pouco mais tarde. 

Bibliotecas expandidas de DNA neandertal de dife- 
rentes conjuntos de restos mortals devem finalmente 
permitir uma analise da diversidade genetica neandertal 
e, talvez, migragoes de neandertais, oferecendo um fasci- 
nante olhar sobre o nosso passado hominideo. 


FIGURA Q-2 Esta linha do tempo mostra a divergencia das sequencias 
genomicas (linhas pretas) humanas e neandertais e das populagoes hu- 
manas ancestrais e neandertais (em amarelo). Os dados genomicos for¬ 
necem evidencias para alguma intermistura das populagoes ate cerca de 
45.000 anos atras. Eventos-chave na evolugao humana sao marcados. 
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curar doengas humanas hereditarias com terapia genetica 
ainda nao atingiram todo sen potencial, mas tecnologias para 
0 fornecimento de genes estao constantemente se aperfei- 
goando. Poncas disciplinas cientificas afetarao o future da 
especie humana mais do que a genomica moderna. 

RESUMO 9.3 Genomica e historia da humanidade 

► Metodos de sequenciamento de ultima geragao tern re- 
duzido muito o tempo necessario para gerar sequencias 
genomicas completas. 


► Cerca de 30% do DNA no genoma humano estao nos exons 
e introns dos genes que codificam proteinas. Cerca de me- 
tade do DNA e derivada de transposons parasitas. Muito 
do restante codifica RNA de muitos tipos. Sequencias re- 
petidas simples compoem o centromere e telomeros. 

► As alteragoes de genes que definem a humanidade po- 
dem ser discernidas em parte pela genomica comparati- 
va utilizando-se outros primatas. 

► A genomica comparativa tambem e utilizada para loca- 
lizar as alteragoes no gene que definem doengas here- 
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ditmas e pode ser utilizada para estudar a evolugao e 
a migragao de nossos ancestrais humanos ao longo de 
milenios. 
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Problemas 

1. Produ^ao de DNA clonado. Quando liga dois ou mais 
fragmentos de DNA, um pesquisador pode ajustar a sequen- 
cia na jungao de varies modes diferentes, come sera visto nos 
exercicios a seguir. 

(a) Desenhe a estrutura de cada extremidade de um frag- 
mento linear de DNA produzido por digestao com a enzima de 
restrigao EcoRl (inclua aquelas sequencias remanescentes da 
sequencia de reconhecimento da enzima A'coRI). 

(b) Desenhe a estrutura resultante da reagao dessa se¬ 
quencia final com a DNA-polimerase 1 e os quatro desoxinucle- 
osideos trifosfatos (ver Figura 8-33). 

(c) Desenhe a sequencia produzida na jungao que se forma 
se as duas extremidades com a estrutura obtida em (b) forem 
ligadas (ver Figura 25-16). 

(d) Desenhe a estrutura produzida se a estrutura obtida 
em (a) for tratada com uma nuclease que degrade apenas DNA 
de fita simples. 

(e) Desenhe a sequencia da jungao produzida se uma ex¬ 
tremidade com a estrutura (b) for ligada a uma extremidade 
com a estrutura (d). 

(f) Desenhe a estrutura da extremidade de um fragmento 
linear de DNA que foi produzido por digestao com a enzima de 
restrigao Pvull (inclua aquelas sequencias remanescentes da 
sequencia de reconhecimento da enzima P'yull). 

(g) Desenhe a sequencia da jungao produzida se uma ex¬ 
tremidade com estrutura (b) estiver ligada a uma extremidade 
com a estrutura (f). 

(h) Suponha que voce sintetize um fragmento de DNA duplo 
curto com qualquer sequencia desejada. Com esse fragmento 
sintetico e os procedimentos descritos de (a) ate (g), crie um 
protocolo que permita remover um sitio de restrigao de EcoRl 
de uma molecula de DNA e incorporar um novo sitio de restrigao 
de BamYil aproximadamente no mesmo local (ver Figura 9-2). 

(i) Desenhe quatro fragmentos sinteticos curtos diferentes 
de DNA de fita dupla que permitam a ligagao da estrutura (a) 
com um fragmento de DNA produzido por digestao com a enzi¬ 
ma de restrigao Pstl. Em um desses fragmentos, desenhe a se¬ 
quencia de modo que a jungao final contenha as sequencias de 
reconhecimento tanto para EcoBl quanto para Pstl. No segun- 
do e terceiro fragmentos, desenhe a sequencia de modo que a 
jungao contenha apenas a sequencia de reconhecimento EcoBl 
e Pstl, respectivamente. Desenhe a sequencia do quarto frag¬ 
mento, de modo que nem A'coRl ou Pstl aparegam na jungao. 

2. Selegao de plasmideos recombinantes. Quando se 
dona um fragmento de DNA exogeno em um plasmideo, e fre- 
quentemente util inserir o fragmento em um sitio que inter- 
rompa um marcador de selegao (como o gene de resistencia 
a tetraciclina de pBR322). A perda da fungao do gene inter- 
rompido pode ser utilizada para identificar os clones que con- 
tem os plasmideos recombinantes com o DNA exogeno. Com 
o vetor bacteriofago A, isso nao e necessMo, pois e muito facil 
distinguir os vetores que incorporaram fragmentos grandes de 
DNA exogeno daqueles que nao o incorporam. Como esses ve¬ 
tores recombinantes podem ser identificados? 

3. Clonagem de DNA. 0 vetor de clonagem plasmideo 
pBR322 (ver Figura 9-3) e clivado com a endonuclease de res¬ 
trigao Pstl. Um fragmento de DNA isolado de um genoma eu- 
cariotico (tambem obtido por clivagem com Pstl) e adicionado 
ao vetor preparado e ligado. A mistura de DNA ligado e entao 
utilizada para transformar bacterias, e as bacterias que contem 


os plasmideos sao selecionadas pelo crescimento em presenga 
de tetraciclina. 

(a) Alem do plasmideo recombinante desejado, quais ou- 
tros tipos de plasmideos podem ser encontrados entre as bac¬ 
terias transformadas que sao resistentes a tetraciclina? Como 
podem ser diferenciados? 

(b) 0 fragmento de DNA clonado tern um tamanho de 
1.000 pb e um sitio de EcoRl a 250 pb de uma extremidade. 
Tres plasmideos recombinantes diferentes foram clivados com 
EcoRl e analisados por eletroforese em gel, com os padroes 
mostrados a seguir. 0 que cada padrao de restrigao nos infor¬ 
ma a respeito do DNA clonado? Note que em pBR322, os sitios 
de restrigao de EcoRl e Pstl estao distantes cerca de 750 pb. 
0 plasmideo inteiro, sem o clone inserido, tern um tamanho 
de 4.361 pb. Marcadores de tamanho na canaleta 4 possuem o 
numero de nucleotideos observado. 



niniTMiir 


Comprimento 
em nucleotideos 

5.000 


3.000 


1.500 

1.000 

750 

500 

250 


4. Enzimas de restrigao. A sequencia parcial de uma fita 
de uma molecula de DNA de fita dupla e: 

5'-GACGAAGTGCTGCAGAAAGTCCGCGTTATAGGCAT 

GAATTCCTGAGG-3' 

Os sitios de clivagem para as enzimas de restrigao EcoRl e Pstl 
sao mostrados a seguir. 

EcoRl I ^ Pstl ^ I 

(5') G A ATT C (3') (5') C T G C A G (3') 

CTTAAG GACGTC 

* > 1 ^ * 

Escreva a sequencia de ambas as fitas do fragmento de DNA 
criado quando o DNA e clivado tanto por EcoRl como por Pstl. 
A fita superior de seu fragmento de DNA duplo deve ser deri- 
vada da sequencia da fita mostrada a seguir. 


T 


5. Desenhando um teste diagnostico para uma 
doenga genetica. A doenga de Huntington (DH) e um 
disturbio hereditario neurodegenerativo, caracterizado por 
um dano gradual e irreversivel das fungoes psicologicas, moto- 
ras e cognitivas. Os sintomas normalmente aparecem na meia- 
-idade, mas podem ocorrer em praticamente qualquer idade. 
0 curso da doenga pode durar de 15 a 20 anos. As bases mole- 
culares da doenga se tornam cada vez mais bem compreendi- 
das. A mutagao genetica subjacente a DH foi identificada em 
um gene codificador de uma proteina (M^ 350.000) de fungao 
desconhecida. Em individuos que nao desenvolverao DH, a re- 
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giao do gene que codifica a porgao aminoterminal da protema 
tern uma sequencia de codons GAG (para glutamina) que se 
repetem de 6 a 39 vezes em sucessao. Em individuos com im- 
cio da doenga na vida adulta, esse codon e normalmente repe- 
tido de 40 a 55 vezes. Em individuos com inicio da doenga na 
infancia, esse codon se repete mais de 70 vezes. 0 compri- 
mento dessa simples repetigao de trinucleotideos indica se o 
individuo desenvolvera DH e a idade aproximada em que os 
primeiros sintomas aparecerao. 

Uma pequena porgao da sequencia codificadora da porgao 
aminoterminal do gene da DH de 3.143 codons e mostrada a 
seguir. A sequencia de nucleotideos do DNA esta mostrada em 
preto, a sequencia de aminoacidos correspondente ao gene 
esta mostrada em azul e a repetigao GAG esta sombreada. Uti- 
lizando a Figura 27-7 para traduzir o codigo genetico, desenhe 
um teste com base em PGR para DH utilizando uma amostra de 
sangue. Presuma que o oligonucleotideo iniciador da PGR deva 
ter 25 nucleotideos de comprimento. Por convengao, a menos 
que seja especificada, uma sequencia de DNA codificadora de 
uma protema e mostrada com a fita codificadora (a sequencia 
identica ao mRNA transcrito desse gene) superior que e lida de 
5' para 3', da esquerda para a direita. 

307 ATGGCGACCCTGGAAAAGCTGATGAAGGCCTTCGAGTCCCTCAAGTCCTTC 
1 MATLEKLMKAFESLKSF 

358 CAGCAGTTCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAG 
18QQFQQQQQQQQQQQQQQ 

409 CAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAACAGCCGCCACCGCCGCCGCCGCCGCCG 
35QQQQQQQQQPPPPPP PP 

460 CCGCCTCCTCAGCTTCCTCAGCCGCCGCCG 
52PPPQLPQPPP 

Fonte: The Huntington’s Disease Gollaborative Research 
Group. (1993) A novel gene containing a trinucleotide repeat 
that is expanded and unstable on Huntington’s disease chro¬ 
mosomes. Cell 72, 971-983. 

6. Utilizando PCR para detectar moleculas de DNA cir¬ 
cular. Em uma especie de protista ciliado, um segmento do 
DNA genomico e, algumas vezes, excluido. A exclusao e uma 
reagao geneticamente programada associada a reprodugao ce- 
lular. Um pesquisador propos a exclusao do DNA em um tipo 
de recombinagao chamada de recombinagao sitio-especifica, 
em que ambas as extremidades do segmento de DNA se ligam, 
e o DNA excluido acaba formando um produto de reagao de 
DNA circular. 



Sugira como o pesquisador poderia utilizar a reagao em cadeia 
da pollmerase (PGR) para detectar a presenga da forma circu¬ 
lar do DNA excluido em um extrato do protista. 

7. Plantas brilhantes. Quando cresce em solo comum de 
jardim e com abastecimento de agua normal, uma planta mo- 
dificada geneticamente para expressar a proteina fluorescen- 
te verde (ver Figura 9-16) brilhara no escuro, enquanto uma 
planta modificada geneticamente para expressar luciferase de 
vaga-lume nao ficara brilhante. Explique essas observagoes. 


8. Desenhando oligonucleotideos iniciadores para 

PCR. Uma fita de uma sequencia de DNA cromossomal e mos¬ 
trada na parte superior da proxima coluna. Um investigador 
deseja amplificar e isolar um fragmento de DNA definido pelo 
segmento mostrado em vermelho utilizando a reagao em ca¬ 
deia da polimerase. Desenhe dois oligonucleotideos iniciadores 
de PGR, cada com 20 nucleotideos de comprimento, que pos- 
sam ser utilizados para amplificar esse segmento de DNA. 

5'- AATGGGGTGAGGGGATGTGGGTGGAGTGAATGGA 

TGGTGGTAAGTTGGGGTATAAAGGTTAGGGATGGTATGG 
TAGTTAGATTGATTGTTAGGTTGTTAGGTTTAGGTTTG 
TGGTATTGGTTTAGGGTGTTTGATGGTATTAATTGTTTGG 
TTTTGATTTGGTGTTTATATGGTTTATGTTTTAAGGGGGGT 
TTTGTGTGGGATGGTTGGTGTGATGTGGGGGTAGGGTGGG 
GGG-3' 


9. Mapeando um segmento de cromossomo. Um grupo 
de clones sobrepostos, denominados de A a F, e isolado de uma 
regiao de um cromossomo. Gada um dos clones e clivado sepa- 
radamente por uma enzima e os fragmentos sao separados por 
eletroforese em gel de agarose, com os resultados apresenta- 
dos a seguir. Ha nove fragmentos de restrigao diferentes nessa 
regiao do cromossomo, com um subconjunto aparecendo em 
cada clone. Utilizando essa informagao, deduza a ordem dos 
fragmentos de restrigao no cromossomo. 


Glones sobrepostos 



Nove 

fragmentos 
de restrigao 


10. Imunofluorescencia. No protocolo mais comum para de- 
tecgao por imunofluorescencia de proteinas celulares, um inves¬ 
tigador utiliza dois anticorpos. 0 prtmeiro se liga especificamente 
a proteina de interesse. 0 segundo e marcado com fluorocromos 
para facilitar a visualizagao e se liga ao primeiro anticorpo. Em 
principio, seria possivel stmplesmente marcar o primeiro anticor¬ 
po e pular uma etapa. Por que utilizar dois anticorpos sucessivos? 

11. Analise duplo-hibrido em leveduras. Voce e um pes¬ 
quisador que acaba de descobrir uma nova proteina em um 
fungo. Planeje um experimento de duplo-hibrido em leveduras 
para identificar as outras proteinas na celula do fungo com as 
quais sua proteina interage e explique como isso pode ajuda-lo 
a determinar a fungao da sua proteina. 

12. Uso da fotolitografia para fazer um microarranjo 
de DNA. A Figura 9-22 mostra os primeiros passos no proces- 
so de produgao de um microarranjo, ou chip de DNA, usando 













PRINCIPIOS DE BlOQUIMICA DE LEHNINGER 355 


fotolitografia. Descreva os proximos passos necessMos para 
a obtengao das sequencias desejadas (sequencia de quatro 
nucleotideos diferentes em cada um dos quatro pontos) mos- 
trada no primeiro painel da figura. Apos cada etapa, mostre 
a sequencia de nucleotideos resultante ligada a cada posigao. 

13. Sequenciamento genomico. Em grandes projetos de 
sequenciamento genomico, os dados iniciais geralmente reve- 
1am lacunas onde nao foi obtida nenhuma informagao sobre a 
sequencia. Para fechar essas lacunas, oligonucleotideos inicia- 
dores de DNA complementares a fita de extremidade 5' (i.e., 
identica a sequencia da fita de extremidade 3') na extremidade 
de cada contig sao extremamente uteis. Explique como esses oli¬ 
gonucleotideos iniciadores podem ser utilizados. 

14. Uso de grupos externos em genomica comparativa. 

Uma proteina hipotetica e encontrada em orangotangos, chim- 
panzes e seres humanos, com as seguintes sequencias (verme- 
Iho indica as diferengas de residues de aminoacidos): 

Humane: ATSAAGYDEWEGGKVLIHL - - KLQNRGALL 

ELDIGAV 

Orangotango: ATSAAGWDEWEGGKVLIHLDGKLQNRGALL 
ELDIGAV 

Chimpanze: ATSAAGWDEWEGGKILIHLDGKLQNRGALL 

ELDIGAV 

(Tragos indicam uma exclusao - os residues estao faltando 
nessa sequencia) 

Qual e a sequencia mais provavel da proteina presente no 
ultimo ancestral comum de chimpanzes e seres humanos? 

15. Encontrando genes de doengas. Voce e um ca- 

_. gador de genes tentando encontrar a base genetica de 

uma doenga hereditaria rara. 0 exame de seis linhagens de fa- 
milias afetadas pela doenga fornece resultados inconsistentes. 
Para duas das familias, a doenga e co-herdada com marcadores 
no cromossomo 7. Para as outras quatro familias, a doenga e 
co-herdada com marcadores no cromossomo 12. Explique 
como isso pode ocorrer. 


Problema de analise de dados 

16. Hindli A primeira endonuclease de restrigao. A 

descoberta da primeira endonuclease de restrigao e o seu uso 
pratico foram descritos em dois artigos cientificos publicados 
em 1970. No primeiro trabalho. Smith e Wilcox descreveram 
o isolamento de uma enzima que clivava o DNA de fita dupla. 
Eles inicialmente demonstraram a atividade de nuclease da en¬ 
zima medindo a redugao da viscosidade de amostras de DNA 
tratadas com essa enzima. 

(a) Por que o tratamento com a nuclease reduz a viscosida¬ 
de de uma solugao de DNA? 

Os autores determinaram se a enzima era uma endo ou 
exonuclease por meio do tratamento da enzima com DNA mar- 
cado com P^^ e, em seguida, adicionando acido tricloroacetico 
(TCA). Nessas condigoes utilizadas em sens experlmentos, os 
nucleotideos livres sao soluveis em TCA enquanto os oligonu¬ 
cleotideos precipitam. 

(b) Nao se formou nenhum material marcado com P^^ solu- 
vel em TCA apos o tratamento do DNA marcado com P®^ com a 
nuclease. Com base nesse resultado, essa enzima e uma endo 
ou exonuclease? Justifique sua argumentagao. Quando um po- 
linucleotideo e clivado, o fosfato geralmente nao e removido e 
permanece ligado na extremidade 5' ou 3' do fragmento de DNA 


resultante. Smith e Wilcox determinaram a localizagao do fos¬ 
fato no fragmento formado pela nuclease nas seguintes etapas: 

1. Tratar o DNA nao marcado com a nuclease. 

2. Tratar uma amostra (A) do produto com y-P^^-ATP e 
polinucleotideo cinase (que pode ligar o y-fosfato do 
ATP a uma 5'-OH, mas nao para um 5'-fosfato ou para 
3'-OH ou 3'-fosfato). Medir a quantidade de P^^incor- 
porado no DNA. 

3. Tratar outra amostra (B) do produto da etapa 1 com 
fosfatase alcalina (que remove grupos fosfato das ex- 
tremidades 5' e 3' livres) seguida por polinucleotideo 
cinase e y-P^^-ATP. Medir a quantidade de P^^ incorpo- 
rado no DNA. 

(c) Smith e Wilcox descobriram que a amostra A tinha 136 
contagens/minuto de P^^; a amostra B tinha 3.740 contagens/mi- 
nuto. A clivagem pela nuclease deixou o fosfato na extremidade 
5' ou 3' dos fragmentos de DNA? Justifique sua argumentagao. 

(d) 0 tratamento do DNA do bacteriofago T7 com a nucle¬ 
ase gerou cerca de 40 fragmentos especificos de comprimentos 
variados. Como esse resultado pode ser consistente com o fato 
de a enzima reconhecer uma sequencia especifica no DNA, em 
vez de realizar uma clivagem da fita dupla em regioes aleatorias? 

Nesse ponto, havia duas possibilidades para a clivagem si- 
tio-especifica: a clivagem poderia ocorrer no sitio de reconhe- 
cimento (1) ou proxrma ao sitio de reconhecimento (2), mas 
nao dentro da sequencia reconhecida. Para direcionar essa 
investigagao, Kelly e Smith determinaram a sequencia das ex- 
tremidades 5' dos fragmentos de DNA gerados pela nuclease, 
nas seguintes etapas: 

1. Tratar o DNA do fago T7 com a enzima. 

2. Tratar os fragmentos resultantes com fosfatase alcalina 
para remover os fosfatos das extremidades 5'. 

3. Tratar os fragmentos desfosforilados com polinucleoti¬ 
deo cinase e y-P^^-ATP para mar car as extremidades 5'. 

4. Tratar as moleculas marcadas com DNases para que- 
bra-las em uma mistura de mono, bi e trinucleotideos. 

5. Determinar a sequencia dos mono, bi e trinucleotideos 
marcados comparando-os com oligonucleotideos de se¬ 
quencia conhecida por cromatografia de camada delgada. 

Os produtos marcados foram identificados como: mononu- 
cleotideos: A e G; dinucleotideos: (5') ApA (3') e (5') GpA 
(3'); trinucleotideos: (5') ApApC (3') e (5') GpApC (3'). 

(e) Qual modelo de clivagem e consistente com esses re¬ 
sultados? Explique sua argumentagao. 

Kelly e Smith tentaram determinar a sequencia das extre¬ 
midades 3' dos fragmentos. Constataram uma mistura de (5') 
TpC (3') e (5')TpT (3'). Eles nao determinaram a sequencia 
de nenhum dos trinucleotideos na extremidade 3'. 

(f) Com base nesses dados, qual e a sequencia de reconhe¬ 
cimento para a nuclease e em qual ponto na sequencia o esque- 
leto de DNA e clivado? Utilize a Tabela 9-2 como modelo para 
sua resposta. 
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O s lipideos biologicos sao um gmpo de compostos qui- 
micamente diversos, cuja caracteristica em comum 
que os define e a insolubilidade em agua. As fungoes 
biologicas dos lipideos sao tao diversas quanto a sua quimi- 
ca. Gorduras e oleos sao as principais formas de armazena- 
mento de energia em muitos organismos. Os fosfolipideos 
e os esterois sao os principais elementos estruturais das 
membranas biologicas. Outros lipideos, embora presentes 
em quantidades relativamente pequenas, desempenham 
papeis cruciais como cofatores enzimaticos, transportado- 
res de eletrons, pigmentos fotossensiveis, ancoras hidrofo- 
bicas para proteinas, chaperonas para anxiliar no enovela- 
mento de proteinas de membrana, agentes emulsificantes 
no trato digestivo, hormonios e mensageiros intracelulares. 
Este capitulo apresenta os lipideos mais representativo de 
cada um dos tipos de lipideos, organizados de acordo com 
suas fungoes, com enfase na estrutura quimica e nas pro- 
priedades fisicas. Embora a discussao siga uma organiza- 
gao funcional, os milhares de lipideos diferentes tambem 
podem ser organizados em oito categorias gerais de acordo 
com sua estrutura quimica (ver Tabela 10-3). A geragao de 
energia pela oxidagao de lipideos sera abordada no Capitu¬ 
lo 17 e sua sintese no Capitulo 21. 

10.1 Lipideos de armazenamento 

As gorduras e os oleos utilizados de modo quase univer¬ 
sal como formas de armazenamento de energia nos orga¬ 
nismos vivos sao derivados de acidos graxos. Os acidos 
graxos sao derivados de hidrocarbonetos, com estado de 
oxidagao quase tao baixo (ou seja, altamente reduzido) 
quanto os hidrocarbonetos nos combustiveis fosseis. A 
oxidagao celular de acidos graxos (a COg e HgO), assim 
como a combustao controlada e rapida de combustiveis 
fosseis em motores de combustao interna, e altamente 
exergonica. 


Neste capitulo sao apresentadas as estruturas e a no- 
menclatura dos acidos graxos mais encontrados em orga¬ 
nismos vivos. Dois tipos de compostos que contem acidos 
graxos, os triacilglicerois e as ceras, sao descritos para ilus- 
trar a diversidade de estrutura e propriedades fisicas dessa 
familia de compostos. 

Os acidos graxos sao derivados de hidrocarbonetos 

Os acidos graxos sao acidos carboxilicos com cadeias hidro- 
carbonadas de comprimento variando de 4 a 36 carbonos 
(C 4 a Cgg). Em alguns acidos graxos, essa cadeia e totalmen- 
te saturada (nao contem ligagoes duplas) e nao ramificada; 
em outros, a cadeia contem uma ou mais ligagoes duplas 
(Tabela 10-1). Alguns poucos contem aneis de tres carbo¬ 
nos, grupos hidroxila ou ramificagoes de grupos metila. 

CONVEN^AO-CHAVE: Uma nomenclatura simplificada para aci¬ 
dos graxos nao ramificados especifica o comprimento da 
cadeia e o numero de ligagoes duplas, separados por dois 
pontos (Figura 10-la); por exemplo, o acido palmitico, 
saturado e com 16 carbonos, e abreviado 16:0, e o acido 



(a) 18:1 (A^) acido c/s-9-octadecenoico 



(b) acido eicosapentaenoico (ERA), 

um acido graxo 6mega-3 


FIGURA 10-1 Duas conven^es para a nomenclatura de acidos gra¬ 
xos. (a) A nomenclatura-padrao designa o numero 1 para o carbono da car- 
boxila (C-1) e a letra a para o carbono ligado a ele. Cada segmento linear em 
ziguezague representa uma ligapao simples entre carbonos adjacentes. As 
posipoes de quaisquer ligapoes duplas sao indicadas pelo A, seguido de um 
numero sobrescrito que indica o carbono de numero mais baixo na ligapao 
dupla. (b) Para acidos graxos poli-insaturados, uma convenpao alternativa 
numera os carbonos na direpao oposta, designando o numero 1 ao carbono 
da metila na outra extremidade da cadeia; este carbono tambem e desig- 
nado 0 ) (omega; a ultima letra do alfabeto grego). As posipoes das ligapoes 
duplas sao indicadas em relapao ao carbono co. 
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TABELA10-1 


Alguns kidos graxos que ocorrem naturalmente: estrutura, propriedades e nomenclatura 


Solubilidade a 30°C 
(mg/g solvente) 

Esqueleto - 


de carbono 

Estrutura^ 

Nome sistematico** 

Nome comum (deriva^ao) 

Ponto de fusao CC) 

Agua 

Benzene 

12:0 

CH3(CH2)ioCOOH 

Acido 77-dodecanoico 

Acido laurico (do latim, 
laurus, “arvore de louro”) 

44,2 

0,063 

2.600 

14:0 

CH3(CH2)i2COOH 

Acido 77-tetradecanoico 

Acido minstico (do latim, 
Myristica, genero da noz- 
-moscada) 

53,9 

0,024 

874 

16:0 

CH3(CH2)i4COOH 

Acido 77-hexadecanoico 

Acido paknitico (do latim, 
palma, “palmeira”) 

63,1 

0,0083 

348 

18:0 

CH3(CH2)i6COOH 

Acido 77-octadecanoico 

Acido estearico (do grego, 
stear, “gordura dura”) 

69,6 

0,0034 

124 

20:0 

CH3(CH2)i8COOH 

Acido 77-eicosanoico 

Acido araquidico (do latim, 
Arachis, genero de legu- 
minosa) 

76,5 



24:0 

CH3(CH2)23C00H 

Acido 77-tetracosanoico 

Acido lignocerico (do latim, 
lignum, “madeira” + cera) 

86,0 



16:1(A') 

CH3(CH2)5CH= 

CH (CH2)7C00H 

Acido c7s-9-hexadece- 
noico 

Acido palmitoleico 

1 a -0,5 



18:1 (A') 

CH3(CH2)7CH= 

CH (CH2)7C00H 

Acido c^s-9-octadece- 
noico 

Acido oleico (do latim, 
oleum, “oleo”) 

13,4 



18:2(A'’'") 

CH3(CH2)4CH= 

CHCH2CH= 

CH(CH2)7C00H 

Acido c7s-,c7s-9,12- 
-octadecadienoico 

Acido linoleico (do grego, 
linon, “linho”) 

1-5 



18:3(^9,12.15) 

CH3CH2CH= 

CHCH2CH= 

CHCH2CH= 

CH(CH2)7C00H 

Acido c7s-,c7s-,c7s-9,12, 

15-octadecatrienoico 

Acido a-linolenico 

-11 



20:4(A'’'’“’'") 

CH3(CH2)4CH= 

CHCH2CH= 

CHCH2CH= 

CHCH2CH= 

CH(CH2)3C00H 

Acido cis-,cis-,cis- 
-,c7s-5,8,11, 14-eicosa- 
tetraenoico 

Acido araquidonico 

-49,5 




* Todos os acidos estao apresentados em sua forma nao ionizada. Em pH 7, todos os acidos graxos livres apresentam um carboxilato ionizado. Observe que a numera- 
gao dos atomos de carbono comega no carbono do carboxila. 

** 0 prefixo “?z-” indica a estrutura “normal”, nao ramificada. For exemplo, “dodecanoico” simplesmente indica 12 atomos de carbono, os quais poderiam estar dispos- 
tos em varias formas ramificadas; “?z-dodecanoico” especifica a forma linear, nao ramificada. Para acidos graxos insaturados, a configuragao de cada ligagao dupla esta 
indicada; em acidos graxos biologicos, a configuragao e quase sempre cis. 


oleico, com 18 carbonos e uma ligagao dupla, e 18:1. A po- 
sigao de qualquer ligagao dupla e especificada em relagao 
ao carbono carboxilico, o qual recebe o numero 1, pelos nu- 
meros sobrescritos ao A (delta); um acido graxo com 20 
carbonos e uma ligagao dupla entre C-9 e C-10 (sendo C-1 
o carbono da carboxila) e outra entre C-12 e C-13 e desig- 

nado20:2(A'’-O. ■ 

Os acidos graxos de ocorrencia mais comum apresen¬ 
tam um numero par de atomos de carbono em uma cadeia 
nao ramificada de 12 a 24 carbonos (Tabela 10-1). Como 
sera visto no Capitulo 21, o numero par de carbonos resul- 
ta do modo como esses compostos sao sintetizados, o que 
envolve condensagoes sucessivas de unidades de dois car¬ 
bonos (acetato). 


Tambem ha um padrao comum na localizagao das li- 
gagoes duplas; na maioria dos acidos graxos monoinsatu- 
rados, a ligagao dupla ocorre entre C-9 e C-10 (A^), e as 
outras ligagoes duplas dos acidos graxos poli-insaturados 
geralmente sao A^^ e A^^. (0 acido araquidonico e uma 
excegao a essa generalizagao.) As ligagoes duplas dos 
acidos graxos poli-insaturados quase nunca sao conju- 
gadas (alternando ligagoes simples e duplas, como em 
—CH=CH—CH=CH—), mas sao separadas por um grupo 
metileno: —CH=CH—CHg—CH=CH— (Figura 10-lb). 
Em quase todos os acidos graxos insaturados que ocorrem 
naturalmente, as ligagoes duplas encontram-se em confi¬ 
guragao cis. Acidos graxos trans sao produzidos pela fer- 
mentagao no rumen de animais leiteiros, e sao obtidos dos 
laticinios e da came. 
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CONVEN^AO-CHAVE: A familia de acidos graxos poli-insa- 
turados (AGPI) com uma ligagao dupla entre o terceiro 
e o quarto carbono a partir da extremidade da cadeia com 
grupo metila e de importancia especial na nutrigao humana. 
Como o papel fisiologico dos acidos graxos poli-insaturados 
esta relacionado mais a posigao da primeira ligagao dupla 
proxima a extremidade da cadeia com o grupo metila em 
vez da extremidade contendo a carboxila, uma nomencla- 
tura alternativa algumas vezes e utilizada para esses acidos 
graxos. 0 carbono do grupo metila - isto e, o carbono mais 
distante do grupo carboxila - e chamado de carbono co e 
recebe o numero 1 (Figura 10-lb). Nessa convengao, os aci¬ 
dos graxos poli-insaturados com uma ligagao dupla entre 
C-3 e C-4 sao chamados de acidos graxos 6mega-3 C^«>-3) 
e aqueles com a ligagao dupla entre C-6 e C-7 sao acidos 
graxos 6mega-6 (to-6). ■ 


(ALA, 18:3 na convengao padrao), ele e necessario e, 

portanto, deve ser obtido a partir da dieta. A partir do ALA, os 
seres humanos podem sintetizar dois outros AGPI omega-3 
importantes no funcionamento celular: o acido eicosapentae- 
noico (EPA; mostrado na Figura 10-lb) e o 

acido docosaexaenoico (DHA; Um dese- 

quilibrio entre os AGPI omega-6 e 6mega-3 na dieta esta asso- 
ciado a um risco aumentado de doengas cardiovasculares. A 
proporgao otima de AGPI omega-6 para omega-3 na dieta 
esta entre 1:1 e 4:1, mas a proporgao nas dietas da maioria 
dos norte-americanos esta mais proxima de 10:1 a 30:1. A 
“dieta mediterranea”, que tern sido associada com a diminui- 
gao do risco de doengas cardiacas, e mais rica em AGPI ome- 
ga-3, obtidos em vegetais folhosos (saladas) e oleos de peixe. 
Esses oleos sao especialmente ricos em EPA e DHA, e suple- 
mentos com oleo de peixe sao frequentemente prescritos 
para individuos com historico de doenga cardiovascular. ■ 

As propriedades fisicas dos acidos graxos, e dos compos- 
tos que os contem, sao determinadas em grande parte pelo 
comprimento e pelo grau de insaturagao da cadeia hidrocar- 
bonada. A cadeia hidrocarbonada apolar e responsavel pela 
baixa solubilidade dos acidos graxos na agua. 0 acido lauri- 
co (12:0, Afj. 200), por exemplo, tern solubilidade em agua 
de 0,063 mg/g - muito menor do que a da glicose {M^ 180), 
que e de 1.100 mg/g. Quanto mais longa for a cadeia acila do 
acido graxo e quanto menos ligagoes duplas ela tiver, mais 
baixa e a solubilidade em agua. 0 grupo acido carboxilico 
e polar (e ionizado em pH neutro) e conta para a pequena 
solubilidade dos acidos graxos de cadeia curta em agua. 

Os pontos de fusao tambem sao muito influenciados pelo 
comprimento e grau de insaturagao da cadeia hidrocarbona¬ 
da. A temperatura ambiente (25°C), os acidos graxos satu- 
rados de 12:0 a 24:0 tern consistencia de cera, enquanto os 
acidos graxos insaturados de mesmo comprimento sao liqui- 
dos oleosos. Essa diferenga nos pontos de fusao deve-se a 
diferentes graus de empacotamento das moleculas dos aci¬ 
dos graxos (Figura 10-2). Nos compostos completamente 
saturados, a rotagao livre em torno de cada ligagao carbono- 
-carbono da grande flexibilidade a cadeia hidrocarbonada; a 
conformagao mais estavel e a forma completamente esten- 
dida, na qual o impedimento esterico dos atomos vizinhos 


Embora os seres humanos nao disponham da capacida- 
de de sintetizar o acido omesa-O-AGPl-a-linolenico 


e minimizado. Essas moleculas podem agrupar-se de forma 
compacta em arranjos quase cristalinos, com os atomos ao 
longo de todo o seu comprimento em interagoes de van der 
Waals com os atomos de moleculas vizinhas. Em acidos gra¬ 
xos insaturados, uma ligagao dupla cis forga uma dobra na 
cadeia hidrocarbonada. Acidos graxos com uma ou varias 
dessas dobras nao podem agrupar-se tao firmemente quanto 
os acidos graxos totalmente saturados, e as interagoes en¬ 
tre eles sao, portanto, mais fracas. Como e necessario menos 
energia termica para desordenar esses arranjos fracamente 
ordenados dos acidos graxos insaturados, eles tern pontos de 
fusao consideravelmente mais baixos que os acidos graxos 
saturados de mesmo comprimento de cadeia (Tabela 10-1). 

Em vertebrados, os acidos graxos livres (acidos graxos 
nao esterificados, com um grupo carboxilato livre) circulam 
no sangue ligados de modo nao covalente a uma proteina 
carreadora, a albumina serica. No entanto, os acidos graxos 
estao presentes no plasma sanguineo principalmente como 
derivados do acido carboxilico, como esteres ou amidas. 
Devido a ausencia do grupo carboxilato carregado, esses 
derivados de acidos graxos geralmente sao ainda menos so- 
luveis em agua do que os acidos graxos livres. 



FIGURA 10-2 O empacotamento de acidos graxos em agregados 
estaveis. A extensao do empacotamento depende do grau de saturapao. 
(a) Duas representapoes do acido estearico completamente saturado, 18:0 
(estearato em pH 7), em sua conformapao normal estendida. (b) A ligapao 
dupla c/s (em vermelho) no acido oleico, 18:1 (A^) (oleato), restringe a rotapao 
e introduz uma dobra rigida na cauda hidrocarbonada. Todas as outras liga- 
poes na cadeia estao livres para rotapao. (c) Os acidos graxos completamente 
saturados na forma estendida empacotam-se em arranjos quase cristalinos, 
estabilizados por muitas interapoes hidrofobicas. (d) A presenpa de um ou 
mais acidos graxos com ligapoes duplas c/s (em vermelho) interfere nesse 
agrupamento compacto e resulta em agregados menos estaveis. 
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Os triacilglicerois sao esteres de acidos graxos do glicerol 

Os lipideos mais simples constrmdos a partir de acidos gra¬ 
xos sao os triacilglicerois, tambem chamados de trigli- 
cerideos, gorduras ou gorduras neutras. Os triacilglicerois 
sao compostos por tres acidos graxos, cada um em ligagao 
ester com uma molecula de glicerol (Figura 10-3). Aque- 
les que contem o mesmo tipo de acido graxo em todas as 
tres posigoes sao chamados de triacilglicerois simples, e sua 
nomenclatura e derivada do acido graxo que contem. Os 
triacilglicerois simples de 16:0, 18:0 e 18:1, por exemplo, 
sao tripalmitina, triestearina e trioleina, respectivamente. 
A maioria dos triacilglicerois de ocorrencia natural e mista, 
pois contem dois ou tres acidos graxos diferentes. Para dar 
nome a esses compostos sem gerar ambiguidade, o nome e 
a posigao de cada acido graxo devem ser especificados. 

Como as hidroxilas polares do glicerol e os carboxila- 
tos polares dos acidos graxos estao em ligagoes ester, os 
triacilglicerois sao moleculas apolares, hidrofobicas, essen- 
cialmente insoluveis em agua. Os lipideos tern densidades 
especificas mais baixas do que a agua, o que explica por que 
as misturas de oleo e agua (p. ex., tempero de salada com 
azeite e vinagre) tern duas fases: o oleo, com densidade es- 
pecifica mais baixa, flutua sobre a fase aquosa. 


\ / \ 

HO 2CH OH 

I 

_ OH 

Glicerol 



1 -estearoil, 2-linoleoil, S-palmitoil glicerol, 
um triacilglicerol misto 


FIGURA 10-3 O glicerol e um triacilglicerol. 0 triacilglicerol misto mos- 
trado aqui tern tres acidos graxos diferentes ligados a cadeia do glicerol. 
Quando o glicerol apresenta acidos graxos diferentes em C-1 e C-3, o C-2 e 
um centre quiral (p. 17). 


Os triacilglicerois armazenam energia e proporcionam 
isolamentotermico 

Na maioria das celulas eucarioticas, os triacilglicerois for- 
mam uma fase separada de goticulas microscopicas de oleo 
no citosol aquoso, servindo como depositos de combustivel 
metabolico. Em vertebrados, os adipocitos (celulas especia- 
lizadas) armazenam grandes quantidades de triacilglicerois 
em goticulas de gordura que quase preenchem a celula (Fi¬ 
gura 10-4a). Os triacilglicerois tambem sao armazenados 
como oleos nas sementes de varies tipos de plantas, for- 
necendo energia e precursores biossinteticos durante a 
germinagao da semente (Figura 10-4b). Os adipocitos e as 
sementes em germinagao contem lipases, enzimas que ca- 
talisam a hidrolise dos triacilglicerois armazenados, liberan- 
do acidos graxos para serem transportados para os locais 
onde sao necessaries como combustivel. 

Existem duas vantagens significativas em se usar tria¬ 
cilglicerois para o armazenamento de combustivel em vez 
de polissacarideos, como o glicogenio e o amido. Primeiro, 
os atomos de carbono dos acidos graxos estao mais reduzi- 



125 /xm 



(b) 3 /xm 


FIGURA 10-4 Depositos de gordura nas celulas. (a) Secqao transversal 
de tecido adiposo branco de humanos. Cada celula contem uma goticula 
de gordura (branco) tao grande que espreme o nucleo (corado em verme- 
Iho) contra a membrana plasmatica. (b) Secqao transversal de uma celula de 
cotiledone de uma semente da planta Arobidopsis. As estruturas grandes e 
escuras sao corpos proteicos, que estao rodeados por gordura de armazena¬ 
mento nos corpos oleosos, de coloraqao clara. 
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dos do que os dos agucares, e a oxidagao de um grama de 
triacilglicerois libera mais do que o dobro de energia do que 
a oxidagao de um grama de carboidratos. Segundo, como 
os triacilglicerois sao hidrofobicos e, portanto, nao hidra- 
tados, o organismo que carrega gordura como combustivel 
nao precisa carregar o peso extra da agua da hidratagao que 
esta associada aos polissacarideos armazenados (2 g por 
grama de polissacarideo). Os seres humanos apresentam 
tecido adipose (composto principalmente por adipocitos) 
sob a pele, na cavidade abdominal e nas glandulas mama- 
rias. As pessoas moderadamente obesas, com 15 a 20 kg de 
triacilglicerois depositados em sens adipocitos, poderiam 
suprir suas necessidades energeticas por meses utilizan- 
do sens depositos de gordura. Em contrapartida, o corpo 
humane consegue armazenar na forma de glicogenio me- 
nos do que a quantidade de energia utilizada em um dia. 
Os carboidratos, como a glicose, oferecem certas vantagens 
como fontes rapidas de energia metabolica, uma das quais e 
a sua solubilidade imediata em agua. Em alguns animais, os 
triacilglicerois armazenados sob a pele servem tanto de es- 
toques de energia quanto de isolamento contra baixas tem- 
peraturas. Focas, morsas, pinguins e outros animais polares 
de sangue quente apresentam sua superficie amplamente 
coberta por triacilglicerois. Em animais hibernantes, como 
os ursos, as enormes reservas de energia acumuladas antes 
da hibernagao servem para dois propositos: isolamento ter- 
mico e reserva de energia (ver Quadro 17-1). 


A hidrogena^ao parcial dos oleos de cozinha produz 
acidos graxos tmns 


T 


A maioria das gorduras naturais, como as dos oleos 
vegetais, dos laticinios e da gordura animal, sao mistu- 
ras complexas de triacilglicerois simples e mistos, que con- 
tem uma variedade de acidos graxos que diferem no com- 
primento da cadeia e no grau de saturagao (Figura 10-5). 
Os oleos vegetais, como o oleo de milho e o azeite de oliva. 


Gorduras naturais a 25°C 
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Azeite de Manteiga, came bovina, 
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FIGURA 10-5 Composi^ao de acidos graxos de tres gorduras alimen- 
tares. Azeite de oliva, manteiga e gordura da came bovina consistem em 
misturas de triacilglicerois, diferindo em sua composigao de acidos graxos. 
Os pontos de fusao dessas gorduras - e, portanto, o seu estado fisico a tem- 
peratura ambiente (25°C) - variam de acordo com sua composigao de aci¬ 
dos graxos. 0 azeite de oliva tern uma alta proporgao de acidos graxos insa- 
turados de cadeia longa (C^g e C^g), o que explica seu estado liquido a 25°C. 
A maior proporgao de acidos graxos saturados de cadeia longa (C^g e C^g) na 
manteiga aumenta seu ponto de fusao, entao a manteiga e um solido mole 
a temperatura ambiente. A gordura da came bovina, com uma proporgao 
ainda maior de acidos graxos saturados de cadeia longa, e um solido duro. 


sao compostos em grande parte por triacilglicerois com aci¬ 
dos graxos insaturados e, portanto, sao liquidos a tempera¬ 
tura ambiente. Os triacilglicerois que contem somente aci¬ 
dos graxos saturados, como a triestearina, o componente 
mais importante da gordura da came bovina, sao solidos 
brancos e gordurosos a temperatura ambiente. 

Quando alimentos ricos em lipideos sao expostos por 
muito tempo ao oxigenio do ar, eles podem estragar e 
tornarem-se rangosos. 0 gosto e o cheiro desagradaveis 
associados a rancidez resultam da clivagem oxidativa das 
ligagoes duplas em acidos graxos insaturados, que produz 
aldeidos e acidos carboxilicos de menor comprimento de 
cadeia e, portanto, de maior volatilidade; esses compostos 
se dispersam prontamente pelo ar ate o seu nariz. Para au- 
mentar o prazo de validade de oleos vegetais de cozinha 
e para aumentar a sua estabilidade as altas temperaturas 
utilizadas na fritura, os oleos vegetais sao preparados por 
hidrogenagao parcial. Esse processo converte muitas das 
ligagoes duplas cis dos acidos graxos em ligagoes simples 
e aumenta o ponto de fusao dos oleos, de forma que eles fl¬ 
eam mais proximos do estado solido a temperatura ambien¬ 
te (a margarina e produzida assim, a partir de oleo vegetal). 
A hidrogenagao parcial tern outro efeito indesejado: algu- 
mas ligagoes duplas cis sao convertidas em ligagoes duplas 
trans. Hoje existem fortes evidencias de que o consume de 
acidos graxos trans pela dieta (frequentemente chamados 
de “gorduras trans''^ leva a uma maior incidencia de doen- 
gas cardiovasculares e que evitar essas gorduras na dieta 
reduz consideravelmente o risco de doengas cardiacas. Os 
acidos graxos trans da dieta aumentam o nivel de triacilgli¬ 
cerois e de colesterol LDL (o colesterol “mim”) no sangue 
e diminuem o nivel de colesterol HDL (o colesterol “bom”). 
Essas mudangas por si so sao suficientes para aumentar o 
risco de doengas cardiacas, mas podem ter mais efeitos ad- 
versos. Parecem, por exemplo, aumentar a resposta infla- 
matoria do corpo, o que e outro fator de risco para doengas 
cardiacas. (Ver no Capitulo 21 uma descrigao do colesterol 
LDL e HDL - lipoproteina de baixa e de alta densidade - e 
seus efeitos na saude.) 

Muitos alimentos em fast-foods sao fritos em oleos ve¬ 
getais parcialmente hidrogenados e, portanto, contem al¬ 
tos niveis de acidos graxos trans (Tabela 10-2). Em vista 
dos efeitos prejudiciais dessas gorduras, alguns paises 
(Dinamarca) e algumas cidades (Nova York e Filadelfia) 
restringiram com severidade o uso de oleos parcialmente 
hidrogenados em restaurantes. Batatas fritas preparadas 
em restaurantes de fast-food na Dinamarca agora contem 
quantidades quase indetectaveis de acidos graxos trans, 
enquanto o mesmo produto preparado nos Estados Unidos 
contem de 5 a 10 g de acidos graxos trans por porgao (Ta¬ 
bela 10-2). Os efeitos deleterios das gorduras trans ocor- 
rem no consumo de 2 a 7 g/dia (20 a 60 kcal no consumo 
calorico diario de 2.000 kcal; note que uma caloria nutricio- 
nal e equivalente a quilocaloria usada por quimicos e bio- 
quimicos, entao uma dieta de 2.000 calorias e equivalente 
a uma dieta de 2.000 kcal). Uma unica porgao de batatas 
fritas em um restaurante estadunidense pode center essa 
quantidade de acidos graxos transl Muitos outros alimentos 
prontos, assados e lanches nas prateleiras de supermerca- 
dos contem niveis comparativamente altos de acidos graxos 
trans. ■ 
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TABELA10-2 


Acidos graxos trans em alguns fast-foods e lanches 


Conteudo de acidos graxos trans 


Em uma por^ao Em % de acidos 
tipica(g) graxos totais 


Batatas fritas 

4,7-6,1 

28-36 

Hamburguer de peixe empanado 

5,6 

28 

Nuggets de frango empanados 

5,0 

25 

Pizza 

1,1 

9 

Salgadinhos de milho 

1,6 

22 

Sonho 

2,7 

25 

Muffin 

0,7 

14 

Barra de chocolate 

0,2 

2 


Fonte: Adaptada da Tabela 1 em Mozaffarian, D., Katan, M.B., Ascherio, P.H., 
Stampfer, M.J., & Willet, W.C. (2006). Trans fatty acids and cardiovascular 
disease. N. Engl. J. Med. 354, 1604-1605. 

Nota: Dados para alimentos preparados com oleo vegetal parcialmente hidroge- 
nado nos Estados Unidos em 2002. 


As ceras servem como reservas de energia e como 
impermeabilizantes a agua 

As ceras biologicas sao esteres de acidos graxos saturados 
e insaturados de cadeia longa (0^4 a Cgg) com alcoois de 
cadeia longa (C^g a Cgg) (Figura 10-6). Sens pontos de fu- 
sao (60 a 100°C) geralmente sao mais altos do que os dos 
triacilglicerois. No plancton, microrganismos de vida livre 
na base da cadeia alimentar dos animals marinhos, as ceras 
sao a principal forma de armazenamento de combustivel 
metabolico. 

As ceras tambem servem para uma diversidade de ou- 
tras fungoes relacionadas as suas propriedades impermea¬ 
bilizantes e sua consistencia firme. Certas glandulas da pele 
de vertebrados secretam ceras para proteger os pelos e a 
pele e mante-los flexiveis, lubrificados e impermeaveis. As 
aves, particularmente as aquaticas, secretam ceras por suas 
glandulas uropigiais para manter suas penas impermeaveis 
a agua. As folhas lustrosas do azevinho, do rododendro, da 
hera venenosa e de muitas outras plantas tropicals sao co- 
bertas por uma camada grossa de ceras, que impede a eva- 
poragao excessiva de agua e as protege contra parasitas. 

As ceras biologicas tern varias aplicagoes em industrias 
como a farmaceutica e a cosmetica, entre outras. A lanolina 
(da la de cordeiro), a cera de abelhas (Figura 10-6), a cera 
de carnauba (palmeira brasileira) e a cera extraida do oleo 
do cachalote (especie de baleia) sao amplamente utilizadas 
na manufatura de logoes, pomadas e polidores. 

RESUM010.1 Lipi'deos de armazenamento 

► Os lipideos sao componentes celulares insoluveis em 
agua, de estruturas diversas, que podem ser extraidos 
dos tecidos por solventes apolares. 

► Quase todos os acidos graxos, os componentes hidro- 
carbonados de muitos lipideos, tern um numero par de 


O 

CH3(CH2)i4-C-0-CH2-(CH2)28-CH3 

L_ ^ _/L_ ^ _ ) 

Acido palmitico 1-Triacontanol 


(a) 



(b) 


FIGURA 10-6 Cera biologica. (a) Triacontanoilpalmitato, o principal 
componente da cera de abelha, e um ester de acido palmitico com o alcool 
triacontanol. (b) Favo de mel, construido com cera de abelha, firme a 25°C e 
completamente impermeavel a agua. 


atomos de carbono (geralmente 12 a 24); eles sao satu¬ 
rados ou insaturados, com ligagoes duplas quase sempre 
na configuragao cis. 

► Os triacilglicerois contem tres moleculas de acidos gra¬ 
xos esterificadas aos tres grupos hidroxila do glicerol. 
Os triacilglicerois simples contem somente um tipo de 
acido graxo; os mistos contem dois ou tres tipos. Eles 
sao principalmente gorduras de reserva, estando pre- 
sentes em muitos alimentos. 

► A hidrogenagao parcial de oleos vegetais na industria 
alimenticia converte algumas ligagoes duplas cis para 
a configuragao trans. Acidos graxos trans na dieta sao 
um importante fator de risco para doengas cardiacas co- 
ronarianas. 


10.2 Lipi'deos estruturais em membranas 

A caracteristica central na arquitetura das membranas bio¬ 
logicas e uma dupla camada de lipideos que atua como bar- 
reira a passagem de moleculas polares e ions. Os lipideos de 
membrana sao anfipaticos: uma extremidade da molecula e 
hidrofobica e a outra e hidrofilica. Suas interagoes hidrofo- 
bicas entre si e suas interagoes hidrofilicas com a agua di- 
recionam o seu empacotamento em camadas, chamadas de 
bicamadas de membrana. Esta segao descreve cinco tipos 
gerais de lipideos de membrana: glicerofosfolipideos, nos 
quais as regioes hidrofobicas sao compostas por dois acidos 
graxos ligados ao glicerol; galactolipideos e sulfolipideos, 
que tambem contem dois acidos graxos esterificados com o 
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FIGURA10-7 Alguns tipos comuns de Mpideos de armazenamento e 
de membrana. Todos os tipos de lipideos representados aqui tern ou gli- 
cerol ou esfingosina como esqueleto (em cor salmao), ao qual estao ligados 
urn ou mais grupos alquila de cadeia longa (em amarelo) e urn grupo cabeqa 
polar (em azul). Em triacilglicerois, glicerofosfolipideos, galactolipideos e sul- 
folipideos, os grupos alquilas sao acidos graxos em ligaqao ester. Os esfingo- 
lipideos contem urn unico acido graxo em ligaqao amida com o esqueleto 


glicerol, mas nao apresentam os fosfatos caracteristicos dos 
fosfolipideos; lipideos tetraeter em arqueia, nos quais duas 
cadeias muito longas de alquilas estao unidas por ligagao 
eter ao glicerol em ambas as extremidades; esfingolipideos, 
nos quais um unico acido graxo esta ligado a uma amina 
graxa, a esfingosina; e esterois, compostos caracterizados 
por um sistema rigido de quatro aneis hidrocarbonados fu- 
sionados. 

As porgoes hidrofilicas nesses compostos anfipaticos 
podem ser tao simples quanto um unico grupo -OH em 
uma extremidade do sistema de aneis do esterol, ou po¬ 
dem ser bem mais complexas. Nos glicerofosfolipideos e 
alguns esfingolipideos, o grupo cabega polar esta unido a 
porgao hidrofobica por uma ligagao fosfodiester; esses sao 
os fosfolipideos. Outros esfingolipideos nao apresentam 
fosfato, mas tern um agucar simples ou um oligossacarideo 
complexo em suas extremidades polares; esses sao os 
glicolipideos (Figura 10-7). Nesses grupos de lipideos 
de membrana, uma enorme diver sidade re suit a de varias 
combinagoes de “caudas” de acidos graxos e “cabegas” 
polares. 0 arranjo desses lipideos nas membranas e seus 
papeis estruturais e funcionais sao considerados no pro¬ 
ximo capitulo. 

Os glicerofosfolipideos sao derivados do acido fosfati'dico 

Os glicerofosfolipideos, tambem chamados de fosfo- 
glicerideos, sao lipideos de membrana nos quais dois aci¬ 
dos graxos estao unidos por ligagao ester ao primeiro e 
ao segundo carbono do glicerol e um grupo fortemente 
polar ou carregado esta unido por ligagao fosfodiester ao 
terceiro carbono. 0 glicerol e pro-quiral: nao apresenta 
carbonos assimetricos, mas a ligagao de fosfato a uma ex¬ 
tremidade converte-o em um composto quiral, que pode 
ser chamado corretamente de L-glicerol-3-fosfato, D-glice- 
rol-1-fosfato, ou s?z-glicerol-3-fosfato (Figura 10-8). Os 
glicerofosfolipideos sao denominados como derivados do 
composto precursor, o acido fosfatidico (Figura 10-9), 


de esfingosina. Os lipideos de membrana de arqueias sao variaveis; aqueles 
representados aqui tern duas cadeias alquilas muito longas e ramificadas, 
cada extremidade em ligagao eter com a porgao glicerol. Nos fosfolipideos, 
o grupo cabega polar esta unido por meio de ligagao fosfodiester, enquanto 
os glicolipideos tern uma ligagao glicosidica direta entre o agucar do grupo 
cabega e o esqueleto de glicerol. 


de acordo com o alcool polar no grupo cabega. A fosfati- 
dilcolina e a fosfatidiletanolamina tern colina e etanolami- 
na como grupos cabega polares, por exemplo. Em todos 
esses compostos, o grupo cabega esta unido ao glicerol 
por uma ligagao fosfodiester, na qual o grupo fosfato tern 
carga negativa em pH neutro. 0 alcool polar pode estar 
carregado negativamente (assim como no fosfatidilinosi- 
tol-4,5-bifosfato), neutro (fosfatidilserina), ou carregado 
positivamente (fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina). 
Como sera visto no Capitulo 11, essas cargas contribuem 
de modo significative para as propriedades de superficie 
das membranas. 

Como os acidos graxos nos glicerofosfolipideos podem 
ser qualquer um de uma ampla variedade, um dado fos- 
folipideo (p.ex., fosfatidilcolina) pode consistir em varias 


1CH2OH 

HO —2(g_H O 

3CH2— o—P—O 

o- 

L-glicerol-3-fosfato (sn-glicerol-3-fosfato) 

FIGURA 10-8 L-Glicerol-3-fosfato, o esqueleto dos fosfolipideos. 0 

glicerol por si so nao e quiral, visto que ele tern um piano de simetria atra- 
ves de C-2. No entanto, o glicerol e pro-quiral - pode ser convertido em um 
composto quiral por adigao de um substituinte como o fosfato a qualquer 
um dos grupos -CH 2 OH. Uma nomenclatura nao ambigua para o glicerol 
fosfato e o sistema d, l (descrito na p. 78), no qual os isomeros sao denomi¬ 
nados de acordo com suas relagoes estereoquimicas aos isomeros do glice- 
raldeido. Por este sistema, o estereoisomero do glicerol-fosfato encontrado 
na maioria dos lipideos e corretamente denominado L-glicerol-3-fosfato ou 
D-gIicerol-1-fosfato. Outra forma para especificar estereoisomeros e o siste¬ 
ma sn (numero estereoespecifico), no qual C-1 e, por definigao, o grupo do 
composto pro-quiral que ocupa a posigao pro-S. A forma comum de glice¬ 
rol-fosfato em fosfolipideos e, por esse sistema, sn-glicerol-3-fosfato (e que 
C-2 esta na configuragao R). Em arqueias, o glicerol nos lipideos esta na outra 
configuragao; ou seja, D-glicerol-3-fosfato. 
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tidico, urn fosfomonoester, e o composto precursor. Cada derivado e deno- fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato tern uma carga de cerca de -1,5; urn de seus 

minado de acordo com o grupo alcool (X) cabepa, com o prefixo"fosfatidil-". grupos -OH esta apenas parcialmente ionizado em pH 7,0. 


especies moleculares, cada qual com seu complemento 
unico de acidos graxos. A distribuigao de especies mole¬ 
culares e especlfica para diferentes organismos, diferentes 
tecidos do mesmo organismo e diferentes glicerofosfolipl- 
deos na mesma celula ou tecido. Em geral, os glicerofos- 
folipldeos contem um acido graxo saturado C^g ou C^g em 
C-1 e um acido graxo insaturado C^g ou Cgg em C-2. Com 
poucas excegoes, o significado biologico da variagao dos 
acidos graxos e dos grupos cabega ainda nao esta com- 
preendido. 


Alguns glicerofosfolipideos tern acidos graxos 
em liga^ao eter 

Alguns tecidos animals e organismos unicelulares sao ricos 
em lipideos eter, nos quais uma das duas cadeias de acila 
esta unida ao glicerol em ligagao eter em vez de ester. A ca- 
deia com ligagao eter pode ser saturada, como nos lipideos 
eter de alquila, ou pode center uma ligagao dupla entre C-1 
e C-2, como nos plasmalogenios (Figura 10-10). 0 teci¬ 
do cardiaco de vertebrados e especialmente rico em lipideos 
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Plasmalogenio 



FIGURA10-10 Lipideos eter. Os plasmalogenios tern uma ca- 
deia alquenila em ligaqao eter, em que a maioria dos glicerofos- 
folipideos tern urn acido graxo em ligaqao ester (compare com a 
Figura 10-9). 0 fator ativador de plaquetas tern uma longa cadeia 
de alquila em ligaqao eter no C-1 do glicerol, mas C-2 esta em liga- 
qao ester com acido acetico, o que torna o composto muito mais 
hidrossoluvel que a maioria dos glicerofosfolipideos e plasmaloge¬ 
nios. 0 grupo alcool cabeqa e a etanolamina nos plasmalogenios e 
a colina no fator ativador de plaquetas. 


eter; cerca de metade dos fosfolipideos do coragao e plas¬ 
malogenio. As membranas de bacterias halofilicas, protistas 
ciliados, e de certos invertebrados tambem contem altas pro- 
porgoes de lipideos eter. 0 significado funcional dos lipideos 
eter nessas membranas e desconhecido; talvez sua resisten- 
cia as fosfolipases que clivam acidos graxos com ligagao ester 
de lipideos de membrana seja importante em alguns cases. 


berado de leucocitos chamados basofilos e estimula a agre- 
gagao de plaquetas e a liberagao de serotonina (um 
vasoconstritor) das plaquetas. Tambem exerce varies efei- 
tos no figado, no musculo liso, no coragao, nos tecidos ute- 
rinos e pulmonares, desempenhando tambem um importan¬ 
te papel na inflamagao e na resposta alergica. ■ 

Os cloroplastos contem galactolipi'deos e sulfolipideos 

0 segundo grupo de lipideos de membrana e aquele que pre- 
domina nas celulas vegetais: os galactolipideos, nos quais 
um ou dois residues de galactose estao conectados por uma 
ligagao glicosidica ao C-3 de um 1,2-diacilglicerol (Figura 
10 - 11 ; ver tambem Figura 10-7). Os galactolipideos estao 
localizados nas membranas dos tilacoides (membranas in- 
ternas) dos cloroplastos; eles compoem de 70 a 80% do to¬ 


Ao menos um lipideo eter, o fator ativador de pla- 
ouetas, e um ootente sinalizador molecular. Ele e li- 


tal dos lipideos de membrana de uma planta vascular e sao, 
provavelmente, os lipideos de membrana mais abundantes 
na biosfera. 0 fosfato frequentemente e o nutriente limitan- 
te das plantas no solo; talvez a pressao evolutiva para con- 
servar fosfato para papeis mais criticos tenha favorecido as 
plantas que produzem lipideos sem fosfato. As membranas 
das plantas tambem contem sulfolipideos, nos quais um re- 
siduo de glicose sulfonado esta unido a um diacilglicerol em 
ligagao glicosidica. 0 grupo sulfonato apresenta uma carga 
negativa como aquela do grupo fosfato em fosfolipideos. 

Arqueias contem lipideos de membrana unices 

Algumas arqueias que vivem em nichos ecologicos em con- 
digoes extremas - altas temperaturas (agua em ebuligao), 
baixo pH, alta forga ionica, por exemplo - tern lipideos de 
membrana que contem hidrocarbonetos de cadeia longa (32 
carbonos) ramificada, ligados em cada extremidade ao gli¬ 
cerol (Figura 10-12) por meio de ligagoes eter, muito mais 
estaveis a hidrolise em pH baixo e a alta temperatura do 
que as ligagoes ester encontradas nos lipideos das bacterias 
e dos eucariotos. Em sua formula completamente esten- 
dida, os lipideos ester de arqueias apresentam o dobro do 
comprimento dos fosfolipideos e esfingolipideos e podem 
transpassar a largura total da membrana plasmatica. Em 




FIGURA 10-11 Dois galactolipideos de membrana dos tilacoides de glicerois (DGDG), os grupos acilas estao polinsaturados e os grupos-cabeqa 
cloroplasto. Nos monogalactosildiacilglicerois (MGDG) e digalactosildiacil- sao nao carregados. 
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Glicerol fosfato 



FIGURA10-12 Um lipfdeo de membrana atfpico, encontrado apenas 
em algumas arqueias. Neste lipideo difitanila tetraeter, as porpoes difita- 
nilas (em amarelo) sao hidrocarbonetos longos compostos por oito grupos 
isopreno de cinco carbonos condensados extremidade a extremidade (so- 
bre a condensapao de unidades isopreno, ver Figura 21-36; tambem, com¬ 
pare os grupos difitanilas com as cadeias laterals de fitois de 20 carbonos 
das clorofilas na Figura 19-49a). Nesta forma estendida, os grupos difitanila 
sao aproximadamente duas vezes maiores do que o comprimento de um 


acido graxo de 16 carbonos geralmente encontrado nos lipideos de mem¬ 
brana das bacterias e dos eucariotos. As porpoes de glicerol nos lipideos de 
arqueias estao na configurapao R, ao contrario das bacterias e dos eucariotos, 
que tern configurapao S. Os lipideos de arqueias diferem nos substituintes 
dos glicerois. Na molecula aqui representada, um glicerol esta ligado ao dis- 
sacarideo Q!-glicopiranosil-(l ^ 2)-jS-galactofuranose; o outro glicerol esta 
ligado a um grupo glicerol-fosfato. 


cada extremidade da molecula estendida ha um grupo polar 
que consiste em glicerol ligado a fosfato ou a reslduos de 
agucar. 0 nome geral desses compostos, glicerol-dialquil- 
-glicerol-tetraeteres (GDGT), reflete sua estrutura unica. 
A porgao glicerol dos lipideos das arqueias nao e o mesmo 
estereoisomero dos lipideos de bacterias e de eucariotos; 
o carbono central esta na configuragao R em arqueias e na 
configuragao S em bacterias e eucariotos (Figura 10-8). 

Os esfingolipideos sao derivados da esfingosina 

Os esfingolipideos, a quarta grande classe de lipideos de 
membrana, tambem tern um grupo cabega polar e duas cau- 
das apolares; contudo, ao contrario dos glicerofosfolipldeos 
e galactolipldeos, nao contem glicerol. Os esfingolipideos 
sao compostos por uma molecula de aminoalcool, esfingo¬ 
sina, de cadeia longa (tambem chamada de 4-esfingenina) 
ou um de sens derivados, uma molecula de um acido graxo 
de cadeia longa e um grupo polar unido por uma ligagao 
glicosldica, em alguns cases, e uma ligagao fosfodiester em 
outros (Figura 10-13). 

Os carbonos C-1, C-2 e C-3 da molecula de esfingosina 
sao estruturalmente analogos aos tres carbonos do glicerol 
nos glicerofosfolipldeos. Quando um acido graxo e unido em 
ligagao amida ao -NHg no C-2, o composto resultante e uma 
ceramida, estruturalmente similar ao diacilglicerol. A ce- 
ramida e o precursor estrutural de todos os esfingolipideos. 

Ha tres subclasses de esfingolipideos, todos derivados 
da ceramida, mas diferindo em sens grupos cabega: esfin- 
gomielinas, glicolipldeos neutros (nao carregados) e gan- 
gliosldeos. As esfingomielinas contem fosfocolina ou 
fosfoetanolamina como grupo cabega polar, sendo assim 
classificadas junto com os glicerofosfolipldeos como fosfoli- 
pldeos (Figura 10-7). Realmente, as esfingomielinas se pa- 
recem com as fosfatidilcolinas em suas propriedades gerais 
e na estrutura tridimensional e por nao terem carga llquida 
em sens grupos cabega (Figura 10-14). As esfingomieli¬ 
nas, presentes nas membranas plasmaticas das celulas ani- 


mais, sao especialmente proeminentes na mielina, bainha 
membranosa que envolve e isola os axonios de alguns neu- 
ronios - dal o nome esfingomielinas. 

Os glicoesfiugolipideos, que ocorrem amplamente na 
face externa das membranas plasmaticas, possuem grupos 
cabega com um ou mais agucares conectados diretamente 
ao -OH no C-1 da porgao ceramida; eles nao contem fosfato. 
Os cerebrosideos tern um unico agucar ligado a ceramida; 
os que tern galactose sao caracteristicamente encontrados 
nas membranas plasmaticas das celulas em tecido neural, e 
os que tern glicose nas membranas plasmaticas das celulas, 
em tecidos nao neurais. Os globosideos sao glicoesfingo- 
lipldeos com dois ou mais agucares, geralmente D-glicose, 
D-galactose, ou Af-acetil-D-galactosamina. Os cerebroside¬ 
os e globosideos sao as vezes chamados de glicolipldeos 
ueutros, pois nao tern carga em pH 7. 

Os gaugliosideos, os esfingolipideos mais complexos, 
tern oligossacarldeos como grupo cabega polar e um ou 
mais reslduos do acido Af-acetilneuramlnico (Neu5Ac), um 
acido sialico (frequentemente chamado apenas de “acido 
sialico”), nas terminagoes. 0 acido sialico da aos gangliosl- 
deos a carga negativa em pH 7 que os distingue dos globo¬ 
sideos. Os gaugliosideos com um reslduo de acido sialico 
estao na serie CM {M de mono-), os com dois estao na serie 
CD (D de di-) e assim por diante (GT, tres reslduos de acido 
sialico; GQ, quatro). 

OH 



O 

Acido AZ-acetilneurammico 
(acido sialico) (NeuSAc) 







PRINCIPIOS DE BlOQUIMICA DE LEHNINGER 367 



Johann Thudichum, 
1829-1901 



FIGURA10-13 Esfingolipfdeos. Os tres primeiros carbonos na extremi- 
dade polar da esfingosina sao analogos aos tres carbonos do glicerol nos 
glicerofosfolipideos. 0 grupo amino em C-2 apresenta urn acido graxo em 
ligagao amida. 0 acido graxo geralmente e saturado ou monoinsaturado, 
com 16,18, 22 ou 24 atomos de carbono. A ceramida e o composto precur¬ 


sor para esse grupo. Os outros esfingolipfdeos diferem no grupo polar da 
cabega (X), ligado em C-1. Os gangliosfdeos tern grupos de oligossacarfdeos 
muito complexes. Os simbolos padrao para os agucares sao usados nesta 
figura, como mostra aTabela 7-1. 


Os esfingolipideos nas superficies celulares sao sitios de 
reconhecimento biologico 

Quando os esfingolipideos foram descobertos ha mais de 
um seculo pelo medico e quimico Johann Thudichum, o 


sen papel biologico parecia tao enigmatico quanto a Esfin- 
ge, e ele os batizou em homenagem a esse monumento. Em 
humanos, pelo menos 60 esfingolipideos diferentes foram 
identificados nas membranas celulares. Muitos sao espe- 
cialmente proeminentes na membrana plasmatica dos neu- 




FIGURA 10-14 As estruturas moleculares de duas 
classes semelhantes de lipideos de membrana. A 

fosfatidilcolina (glicerofosfolipideo) e a esfingomielina (es- 
fingolipideo) possuem dimensoes e propriedades ffsicas si- 
milares, mas, presumivelmente, exercem papeis diferentes 
nas membranas. 
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1 FIGURA 10-15 Glicoesfingolipfdeos como determinantes dos 
^ grupos sangumeos. Os grupos sanguineos humanos (0, A, B) sao 
determinados em parte pelos grupos de oligossacarideo da cabega desses 
glicoesfingolipideos. Os mesmos tres oligossacarideos tambem sao encon- 
trados ligados a certas proteinas do sangue de individuos dos tipos sangui¬ 
neos 0, A e B, respectivamente. Os simbolos-padrao para agucares sao utili- 
zados aqui (verTabela 7-1). 


ronios e alguns sao claramente sitios de reconhecimento na 
superficie celular, mas uma fungao especifica para apenas 
alguns poucos esfingolipideos ja foi descoberta. As porgoes 
de carboidrato de certos esfingolipideos definem os grupos 
sangumeos humanos e, portanto, definem o tipo de sangue 
que os individuos podem receber seguramente nas transfu- 
soes sanguineas (Figura 10-15). 

Os gangliosideos estao concentrados na superficie ex¬ 
terna das celulas, onde apresentam pontos de reconheci¬ 
mento para moleculas extracelulares on superficies de ce¬ 
lulas vizinhas. Os tipos e as quantidades de gangliosideos na 
membrana plasmatica mudam consideravelmente durante 
o desenvolvimento embrionario. A formagao de tumores 
induz a sintese de um novo complemento de ganglioside¬ 
os e descobriu-se que concentragoes muito baixas de um 
gangliosideo especifico induzem a diferenciagao de celulas 
neuronals tumorais em cultura. A investigagao dos papeis 
biologicos de diversos gangliosideos continua sendo uma 
area em desenvolvimento para pesquisas futuras. 


Fosfolipase A^ 



Fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 

FIGURA 10-16 As especificidades das fosfoMpases. As fosfolipases A^ e 
A 2 hidrolisam as ligagoes ester de glicerofosfolipideos intactos nos carbonos 
C-1 e C-2 do glicerol, respectivamente. Quando um dos acidos graxos e re- 
movido por uma fosfolipase do tipo A, o segundo acido graxo e removido por 
uma lisofosfolipase (nao mostrada). Cada uma das fosfolipases C e D rompe 
uma das ligagoes fosfodiester no grupo cabega. Algumas fosfolipases atuam 
em somente um tipo de glicerofosfolipideo, como o fosfatidilinositol 4,5-bi- 
fosfato (mostrado aqui) ou a fosfatidilcolina; outras sao menos especificas. 


Os esterois tern quatro aneis de carbono fusionados 

Os esterois sao lipideos estruturais presentes nas membra- 
nas da maioria das celulas eucarioticas. A estrutura carac- 
teristica desse quinto grupo de lipideos de membrana e 0 
nucleo esteroide, que consiste em quatro aneis fusionados, 
tres com seis carbonos e um com cinco (Figura 10-17). 0 
nucleo esteroide e quase planar e e relativamente rigido; os 
aneis fusionados nao permitem rotagao em torno das ligagoes 
C-C. 0 colesterol, 0 principal esterol nos tecidos animals, e 
anfipatico, com um grupo cabega polar (0 grupo hidroxila em 
C-3) e um “corpo” hidrocarbonado apolar (0 nucleo esteroide 
e a cadeia lateral hidrocarbonada no C-17), tao longa quanto 
um acido graxo de 16 carbonos em sua forma estendida. Es- 


Os fosfolipi'deos e os esfingolipideos sao degradados nos 
lisossomos 

A maioria das celulas degrada e repoe seus lipideos de 
membrana. Para cada ligagao hidrolisavel em um glicerofos¬ 
folipideo, ha uma enzima hidrolitica especifica no lisossomo 
(Figura 10-16). As fosfolipases do tipo A removem um dos 
dois acidos graxos, produzindo um lisofosfolipideo. (Essas 
esterases nao atacam a ligagao eter dos plasmalogenios.) As 
lisofosfolipases removem o acido graxo restante. 

Os gangliosideos sao degradados por um conjunto de 
enzimas lisossomais que catalisam a remogao gradual das 
unidades de agucar, produzindo finalmente uma ceramida. 
Um defeito genetico em qualquer uma dessas enzimas hi- 
droliticas leva ao acumulo de gangliosideos na celula, com 
graves consequencias medicas (Quadro 10-1). 


Cadeia lateral alquila 

H 22 24 26 



FIGURA 10-17 Colesterol. Na estrutura quimica do colesterol, os aneis 
sao denominados A a D para simplificar a referenda aos derivados do nucleo 
esteroide; os atomos de carbono estao numerados em azul. 0 grupo hidro¬ 
xila do C-3 (sombreado em azul) e o grupo cabega polar. Para armazenar e 
transportar o esterol, esse grupo hidroxila se condensa com um acido graxo 
para formar um ester de esterol. 




































PRINCfPIOS DE BlOQUfMICA DE LEHNINGER 369 


[•MIIJIOII) 


MEDICINA 


Acumulos anormais de lipideos de membrana: algumas doen^as humanas herdadas 


Os lipideos polares das membranas sofrem constante re- 
novagao metabolica {turnover), e a sua taxa de sintese 
normalmente e contrabalangada por sua taxa de degrada- 
gao. A degradagao dos lipideos e promovida por enzimas 
hidroliticas nos lisossomos, sendo cada enzima capaz de 
hidrolisar uma ligagao especifica. Quando a degradagao de 
esfingolipideos e prejudicada por um defeito em uma des- 
sas enzimas (Figura Q-1), os produtos da degradagao par- 
cial se acumulam nos tecidos, causando doengas graves. 

Por exemplo, a doenga de Niemann-Pick e causada 
por um defeito genetico raro na enzima esfingomielina- 
se, que cliva a fosfocolina da esfingomielina. A esfingo- 
mielina se acumula no encefalo, no bago e no figado. A 
doenga se torna evidente em bebes e causa deficiencia 


Ceramida 




GMI 


intelectual e morte prematura. Mais comum e a doenga 
de Tay-Sachs, na qual o gangliosideo GM2 se acumula no 
encefalo e no bago (Figura Q-2) devido a falta da enzima 
hexosaminidase A. Os sintomas da doenga de Tay-Sachs 
sao retardo progressive no desenvolvimento, paralisia, 
cegueira e morte ate os 3 ou 4 anos de idade. 

0 aconselhamento genetico pode prever e evitar 
muitas doengas hereditarias. Os testes nos futures pais 
podem detectar enzimas anormais, entao testes de DNA 
podem determinar a natureza exata do defeito e o risco 
que ele representa para os descendentes. Uma vez que 
ocorra a gravidez, as celulas fetais obtidas por amostra de 
parte da placenta (da vilosidade corionica) ou do liquido 
amniotico (amniocentese) podem ser testadas. 

FIGURA Q-1 Rotas de degradagao de GMI, globosideo e esfingo- 
mielina a ceramida. Um defeito na enzima que hidrolisa um passo em 
particular esta indicado por 0; a doenga que resulta do acumulo de 
produtos de degradagao parcial esta indicada. 
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FIGURA Q-2 Eletromicrografia de 
uma porgao de uma celula do en¬ 
cefalo de um bebe com a doenga 
de Tay-Sachs, obtida postmortem, 
mostrando depositos anormais de 
gangliosideo no lisossomo. 


terois similares sao encontrados em outros eucariotos: estig- 
masterol em plantas e ergosterol em fungos, por exemplo. As 
bacterias nao conseguem sintetizar esterois; algumas poucas 
especies de bacteria, no entanto, podem incorporar esterois 
exogenos em suas membranas. Os esterois de todos os euca¬ 


riotos sao sintetizados a partir de subunidades de isopreno 
simples de cinco carbonos, assim como as vitaminas liposso- 
luveis, as quinonas e os dolicois descritos na Segao 10.3. 

Alem de sens papeis como constituintes de membrana, 
os esterois servem como precursores para uma diversidade 
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de produtos com atividades biologicas especificas. Os hor- 
monios esteroides, por exemplo, sao sinalizadores biologi- 
cos potentes que regulam a expressao genica. Os acidos 
biliares sao derivados polares do colesterol que atuam 
como detergentes no intestino, emulsificando as gorduras 
da dieta para torna-las mais acessiveis as lipases digestivas. 



Acido taurocolico 
(urn acido biliar) 


0 colesterol e outros esterois voltarao a ser abordados 
em capitulos posteriores, para considerar o papel estrutu- 
ral do colesterol em membranas biologicas (Capitulo 11), 
a sinalizagao por hormonios esteroides (Capitulo 12) e a 
notavel rota de biossintese do colesterol e o transporte do 
colesterol por carreadores lipoproteicos (Capitulo 21). 

RESUM010.2 Lipi'deos estruturais em membranas 

► Os lipideos polares, com grupos polares e caudas apola- 
res, sao importantes componentes das membranas. Os 
mais abundantes sao os glicerofosfolipideos, que con- 
tem acidos graxos esterificados a dois dos grupos hidro- 
xila do glicerol e um segundo alcool, o grupo cabega, 
esterificado a terceira hidroxila do glicerol via uma liga- 
gao fosfodiester. Outros lipideos polares sao os esterois. 

► Os glicerofosfolipideos diferem na estrutura de seu grupo 
cabega; os glicerofosfolipideos comuns sao a fosfatidile- 
tanolamina e a fosfatidilcolina. Os grupos polares dos gli¬ 
cerofosfolipideos estao carregados em pH proximo de 7. 

► As membranas dos cloroplastos sao ricas em galactolipi- 
deos, compostos de diacilglicerol com um ou dois resi- 
duos de galactose ligados, e sulfolipideos, diacilglicerois 
com um residuo de agucar sulfonado ligado e, portanto, 
um grupo cabega carregado negativamente. 

► Algumas arqueias tern lipideos de membrana unices, com 
grupos alquila de cadeia longa em ligagao eter ao glicerol 
em ambas as extremidades e com residues de agucar e/ 
ou fosfato ligados ao glicerol para fornecer um grupo ca¬ 
bega polar ou carregado. Esses lipideos sao estaveis nas 
condigoes extremas nas quais essas arqueias vivem. 

► Os esfingolipideos contem esfingosina, um aminoalcool 
alifatico de cadeia longa, mas nao contem glicerol. A es- 
fingomielina tern, alem de acido fosforico e colina, duas 
longas cadeias hidrocarbonadas, uma que provem de 
um acido graxo e outra que provem de uma esfingosina. 
Tres outras classes de esfingolipideos sao cerebroside- 
os, globosideos e gangliosideos, que contem componen¬ 
tes formados por agucares. 

► Os esterois tern quatro aneis fusionados e um grupo hi¬ 
droxila. 0 colesterol, o principal esterol em animals, e 
tanto um componente estrutural das membranas quanto 
um precursor para uma ampla variedade de esteroides. 


10.3 Lipi'deos como sinalizadores, cofatores e 
pigmentos 

As duas classes funcionais de lipideos consideradas ate 
agora sao importantes componentes celulares; os lipideos 
de membrana compoem de 5 a 10% da massa seca da 
maioria das celulas, e os lipideos de armazenamento, mais 
de 80% da massa de um adipocito. Com algumas excegoes 
importantes, esses lipideos desempenham um papel pas¬ 
sive na celula; os combustiveis lipidicos formam barreiras 
impermeaveis em volta das celulas e dos compartimentos 
celulares. Outro grupo de lipideos, presente em quanti- 
dades bem menores, tern papeis ativos no trafego meta- 
bolico como metabolitos e mensageiros. Alguns servem 
como sinalizadores potentes - como hormonios, carrega¬ 
dos no sangue de um tecido a outro, ou como mensagei¬ 
ros intracelulares gerados em resposta a uma sinalizagao 
extracelular (hormonio ou fator de crescimento). Outros 
funcionam como cofatores enzimaticos em reagoes de 
transference de eletrons nos cloroplastos e nas mitocon- 
drias, ou na transference de porgoes de agucar em varias 
reagoes de glicosilagao. Um terceiro grupo consiste em 
lipideos com um sistema de ligagoes duplas conjugadas: 
moleculas de pigmento que absorvem a luz visivel. Alguns 
deles atuam como pigmentos fotossensiveis na visao e na 
fotossintese; outros produzem coloragoes naturals, como o 
alaranjado das aboboras e cenouras e o amarelo das penas 
dos canarios. Finalmente, um grupo muito grande de lipi¬ 
deos volateis produzidos nas plantas serve de sinalizador 
que e transportado pelo ar, permitindo as plantas comuni- 
carem-se umas com as outras, atrairem animals amigos e 
dissuadirem inimigos. Esta segao descreve alguns repre- 
sentantes desses lipideos biologicamente ativos. Em ca¬ 
pitulos posteriores, sua sintese e seus papeis ecologicos 
serao considerados em maior detalhe. 

Fosfatidilinositois e derivados de esfingosina atuam 
como sinalizadores intercelulares 

0 fosfatidilinositol e seus derivados fosforilados atuam em 
varies niveis para regular a estrutura celular e o metabolis- 
mo. 0 fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (Figura 10-16) na face 
citoplasmatica (interna) da membrana plasmatica serve 
como um reservatorio de moleculas mensageiras que sao 
liberadas dentro da celula em resposta a sinais extracelu- 
lares interagindo com receptores de superficie especificos. 
Os sinais extracelulares, como o hormonio vasopressina, 
ativam uma fosfolipase C especifica na membrana, a qual 
hidrolisa o fosfatidilinositol-4,5-bifosfato, liberando dois 
produtos que atuam como mensageiros intracelulares: o 
inositol-1,4,5-trifosfato (IPg), que e soluvel em agua, e o 
diacilglicerol, que permanece associado a membrana plas¬ 
matica. 0 IPg provoca a liberagao de Ca^^ do reticulo endo- 
plasmatico, e a combinagao do diacilglicerol e da elevada 
concentragao de Ca^^ citosolica ativa a enzima proteina- 
-cinase C. Pela fosforilagao de proteinas especificas, essa 
enzima ativa a resposta celular ao sinal extracelular. Esse 
mecanismo de sinalizagao e descrito mais detalhadamente 
no Capitulo 12 (ver Figura 12-10). 

Fosfolipideos de inositol tambem servem como pontos 
de nucleagao para complexes supramoleculares envoMdos 
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na sinalizagao ou na exocitose. Certas protemas sinaliza- 
doras ligam-se especificamente ao fosfatidilinositol-3,4,5- 
-trifosfato na membrana plasmatica, iniciando a formagao 
de complexes multienzimaticos na superficie citosolica da 
membrana. A formagao de fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato 
em resposta a sinais extracelulares, portanto, agrupa as 
protemas em complexes de sinalizagao na superficie da 
membrana plasmatica (ver Figura 12-16). 

Os esfingolipideos de membrana tambem podem servir 
como fontes de mensageiros intracelulares. Tanto a cera- 
mida quanto a esfingomielina (Figura 10-13) sao potentes 
reguladores das proteinas-cinases, e a ceramida ou sens 
derivados estao envolvidos na regulagao da divisao celular, 
diferenciagao, migragao e morte celular programada (tam¬ 
bem chamada de apoptose; ver Capitulo 12). 

Os eicosanoides carregam mensagens a celulas proximas 


to de sintese dos hormonios, em vez de serem transporta- 
das no sangue para atuar em celulas de outros tecidos ou 
orgaos. Esses derivados de acidos graxos tern varies efeitos 
significativos nos tecidos dos vertebrados. Estao envolvidos 
na fungao reprodutiva, na inflamagao, na febre e na dor as- 
sociadas aos ferimentos ou a doengas, na formagao de coa- 
gulos sanguineos e na regulagao da pressao sanguinea, na 
secregao de acido gastrico e em varies outros processes im- 
portantes na saude ou na doenga de humanos. 

Todos os eicosanoides sao derivados do acido araqui- 
donico (20:4[A®’®'“'^"]) (Figura 10-18), o acido graxo poli- 
-insaturado de 20 carbonos a partir do qual eles levam sen 


Os eicosanoides sao hormonios paracrines, substan- 
cias one atuam somente em celulas nroximas ao oon- 


nome geral (do grego eikosi, “vinte”). Ha tres classes de 
eicosanoides: prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos. 

As prostaglandinas (PG) contem um anel de cinco 
carbonos que se origina da cadeia do acido araquidonico. 
Sen nome deriva da glandula prostata, o tecido a partir do 
qual elas foram isoladas pela primeira vez por Bengt Sa- 
muelsson e Sune Bergstrom. Dois grupos de prostaglandi¬ 
nas foram definidos originalmente: PGE (soluvel em dter) e 
PGF (soluvel em tampao/osfato). Cada grupo contem nu- 
merosos subtipos, denominados PGE^, PGEg, PGF^, e assim 
por diante. As prostaglandinas apresentam diversas fun- 
goes. Algumas estimulam a contragao da musculatura lisa 
do utero durante a menstruagao e o trabalho de parto. Ou- 
tras afetam o fluxo sanguineo a orgaos especificos, o ciclo 
sono-vigilia e a sensibilidade de certos tecidos a hormonios 
como a epinefrina e o glucagon. As prostaglandinas de um 
terceiro grupo elevam a temperatura corporal (produzindo 
a febre) e causam inflamagao e dor. 

Os tromboxanos tern um anel de seis membros que 
contem eter. Sao produzidos pelas plaquetas (tambem 
chamadas de trombocitos) e atuam na formagao dos coa- 
gulos e na redugao do fluxo sanguineo no local do coagu- 
lo. Como mostrado por John Vane, os anti-inflamatorios 
nao esteroides (AINEs) - acido acetilsalicilico, ibuprofeno 
e meclofenamato, por exemplo - inibem a enzima prosta- 
glandina H 2 -sintase (tambem chamada de ciclo-oxigenase, 
ou COX), que catalisa um dos passos iniciais na rota do 
araquidonato as prostaglandinas e aos tromboxanos (Fi¬ 
gura 10-18; ver tambem Figura 21-15). 

Os leucotrienos, encontrados pela primeira vez em 
leucocitos, contem tres ligagoes duplas conjugadas e sao 
poderosos sinalizadores biologicos. Por exemplo, o leuco- 




Tromboxano kj 


1 FIGURA 10-18 O acido araquiddnico e alguns derivados de ei- 
^ cosanoides. 0 acido araquidonico (araquidonato em pH 7) e o pre¬ 
cursor dos eicosanoides, incluindo as prostaglandinas, os tromboxanos e os 
leucotrienos. Na prostaglandina E^, o C-8 e o C-12 do araquidonato se jun- 
tam para formar o caracteristico anel com cinco membros. No tromboxano 
kj, o C-8 e o C-12 se juntam e um atomo de oxigenio e adicionado para for¬ 
mar o anel de seis membros. 0 leucotrieno A4 tern uma serie de tres ligagoes 
duplas conjugadas. Os anti-inflamatorios nao esteroides (AINEs), como a as- 
pirina e o ibuprofeno, bloqueiam a formagao de prostaglandinas e trombo¬ 
xanos a partir do araquidonato pela inibigao da enzima ciclo-oxigenase 
(prostaglandina H^-sintase). 



John Vane (1927-2004), Sune Bergstrom (1916-2004) e Bengt Samuelsson 
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trieno D 4 , derivado do leucotrieno A 4 , induz a contragao da 
musculatura lisa que envolve as vias aereas ate o pulmao. A 
produgao excessiva de leucotrienos causa a crise de asma, 
e a sintese de leucotrienos e um dos alvos dos farmacos an- 
tiasmaticos, como a prednisona. A forte contragao da mus¬ 
culatura lisa dos pulmoes que ocorre durante o cheque ana- 
filatico e parte da reagao alergica potencialmente fatal em 
individuos hipersensiveis a ferroadas de abelha, penicilina 
ou outros agentes. ■ 

Os hormonios esteroides carregam mensagens 
entreostecidos 


anel D do colesteroL Os hormonios esteroides circulam pela 
corrente sanguinea (em carreadores proteicos) do local 
onde foram produzidos ate os tecidos-alvo, onde entram nas 
celulas, ligam-se a receptores proteicos altamente especifi- 
cos no nucleo e causam mudangas na expressao genica e, 
portanto, no metabolismo. Como os hormonios tern afinidade 
muito alta por sens receptores, concentragoes muito baixas 
(nanomolar ou menos) sao suficientes para produzir respos- 
tas nos tecidos-alvo. Os principals grupos de hormonios este¬ 
roides sao os hormonios sexuais masculines e feminines e os 
hormonios produzidos pelo cortex suprarrenal, cortisol e al- 
dosterona (Figura 10-19). A prednisona e a prednisolona 


Os esteroides sao derivados oxidados dos esterois; eles 
tern 0 nucleo esterol, mas nao a cadeia alauila lisada ao 


sao farmacos esteroides com atividades anti-inflamatorias 
potentes, mediadas em parte pela inibigao da liberagao do 
araquidonato pela fosfolipase Ag e pela consequente inibigao 
da sintese de leucotrienos, prostaglandinas e tromboxanos. 
Elas tern uma serie de aplicagoes medicas, incluindo 0 trata- 
mento de asma e de artrite reumatoide. ■ 

As plantas vasculares contem o brassinolideo tipo es- 
teroide (Figura 10-19), potente regulador do crescimen- 
to, que aumenta a taxa de alongamento do caule e afeta a 
orientagao das microfibrilas de celulose na parede celular 
durante o crescimento. 

As plantas vasculares produzem milhares de sinais volateis 

As plantas produzem literalmente milhares de diferentes 
compostos lipofilicos, substancias volateis utilizadas para 
atrair os polinizadores, para repelir herbivoros, para atrair 
organismos que defendem a planta contra herbivoros e para 
a comunicagao com outras plantas. 0 jasmonato, por exem- 
plo (ver Figura 12-33), derivado do acido graxo 18:3(A^’^^’^^) 
em lipideos de membrana, ativa as defesas da planta em res- 
posta ao dano infligido por insetos. 0 metil ester de jasmo¬ 
nato da a fragrancia caracteristica do oleo de jasmim, ampla- 
mente utilizado na industria de perfume. Muitos dos volateis 
das plantas sao derivados de acidos graxos ou de compostos 
feitos pela condensagao de unidades isopreno de cinco car- 
bonos; eles incluem geraniol (0 cheiro caracteristico dos ge- 








FIGURA10-19 Esteroides derivados do coles- 
terol. A testosterona, o hormonio sexual masculi- 
no, e produzida nos testiculos. 0 estradiol, um dos hormo¬ 
nios sexuais femininos, e produzido nos ovarios e na 
placenta. 0 cortisol e a aldosterona sao hormonios sinteti- 
zados no cortex da glandula suprarrenal; eles regulam o 
metabolismo da glicose e a excrepao de sal, respectiva- 
mente. A prednisona e a prednisolona sao esteroides sin- 
teticos utilizados como agentes anti-inflamatorios. 0 bras- 
sinolideo e um regulador do crescimento encontrado em 
plantas vasculares. 
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ranios), j8-pineno (pinheiros), limoneno Qinioes), mentol e 
carvona (ver Figura l-24a), para citar alguns. 

CH3 

CH2 = C—CH = CH2 
Isopreno 


As vitaminas A e D sao precursoras de hormonios 

Durante o primeiro tergo do seculo XX, um grande 
foco de pesquisa em quimica fisiologica foi a identifica- 


gao das vitaminas, compostos essenciais para a saude do 
homem e de outros vertebrados, mas que nao podem ser 
sintetizados por esses animais e devem, portanto, ser obti- 
dos da dieta. Os primeiros estudos nutricionais identifica- 
ram duas classes gerais desse tipo de composto: os que eram 
soluveis em solventes organicos apolares (vitaminas liposso- 
luveis) e os que podiam ser extraidos dos alimentos com sol¬ 
ventes aquosos (vitaminas hidrossoluveis). Posteriormente, 
o grupo lipossoluvel foi dividido nos quatro grupos das vita¬ 
minas A, D, E e K, todos compostos isoprenoides sintetiza¬ 
dos pela condensagao de multiplas unidades de isopreno. 
Dois deles (D e A) servem como precursores de hormonios. 

A vitamina Dg, tambem chamada de colecalciferol, 
normalmente e formada na pele a partir de 7-desidrocoles- 
terol em uma reagao fotoquimica catalisada pelo compo- 
nente UV da luz solar (Figura 10-20a). A vitamina Dg nao 
e biologicamente ativa, mas e convertida por enzimas no 


figado e no rim a lQ:,25-di-hidroxivitamina Dg (calcitriol), 
hormonio que regula a captagao de calcio no intestino e os 
niveis de calcio no rim e nos ossos. A deficiencia de vitami¬ 
na D leva a formagao defeituosa dos ossos e a uma doenga 
chamada raquitismo, para a qual a administragao de vitami¬ 
na D produz uma cura dramatica (Figura 10-20b). A vita¬ 
mina Dg (ergocalcificerol) e um produto comercial formado 
pela radiagao com UV do ergosterol de levedura. A vitami¬ 
na Dg e estruturalmente similar a Dg, com leve modificagao 
da cadeia lateral ligada ao anel D do esterol. Ambas tern os 
mesmos efeitos biologicos, e a Dg e comumente adicionada 
ao leite e a manteiga como suplemento alimentar. Como os 
hormonios esteroides, o produto do metabolismo da vita¬ 
mina D, lQ:,25-di-hidroxivitamina Dg, regula a expressao 
genica interagindo com receptores proteicos nucleares es- 
pecificos (p. 1182-1183). 

A vitamina A (retinol), em suas varias formas, funcio- 
na como um hormonio e como pigmento fotossensivel do 
olho dos vertebrados (Figura 10-21). Atuando por meio de 
proteinas receptoras no nucleo da celula, o derivado da vi¬ 
tamina A, acido retinoico, regula a expressao genica no de- 
senvolvimento do tecido epitelial, incluindo a pele. 0 acido 
retinoico e o composto ativo no farmaco tretinoina (Retin- 
-A), utilizado no tratamento de acne grave e rugas na pele. 
0 retinal, outro derivado da vitamina A, e o pigmento que 
inicia a resposta dos bastonetes e dos cones da retina a luz, 
produzindo um sinal neuronal para o cerebro. Esse papel do 
retinal e descrito em detalhes no Capitulo 12. 



(calcitriol) 



] FIGURA 10-20 A produ^ao da vitamina 0360 metabolismo. 

U!J(a) 0 colecalciferol (vitamina D 3 ) e produzido na pele pela radiapao 
UV sobre o 7-desidrocolesterol, que rompe a ligapao que esta em cor salmao. 
No figado, um grupo hidroxila e adicionado ao C-25; no rim, uma segunda 
hidroxilapao em C-1 produz o hormonio ativo, lQ!,25-di-hidroxivitamina D 3 . 
Este hormonio regula o metabolismo do Ca^^ no rim, no intestino e nos os¬ 
sos. (b)A vitamina D da dieta evita o raquitismo, uma doenpa comum em 
climas frios, em que as roupas pesadas bloqueiam o componente UV da luz 
solar necessario para a produpao da vitamina D 3 na pele. Neste detaihe de 
um grande mural de John Steuart Curry, Os beneficios sociais da pesquisa bio- 
qufmica (1943), as pessoas e os animais a esquerda representam os efeitos da 
nutripao pobre, incluindo as pernas arqueadas de um menino com raquitis¬ 
mo classico. A direita estao as pessoas e os animais mais saudaveis com os 
"beneficios sociais da pesquisa", incluindo o uso da vitamina D para prevenir 
e tratar o raquitismo. Este mural esta no Departamento de Bioquimica na 
Universidade de Wisconsin-Madison. 
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FIGURA10-21 Vitamina A^,seu precursor ederivados. (a) jS-Caroteno 
e o precursor da vitamina A^. Unidades estruturais de isopreno estao indica- 
das por linhas tracejadas vermelhas (ver p. 373). A clivagem do jS-caroteno 
gera duas moleculas de vitamina A^ (retinol), (b) A oxidagao no C-15 con- 
verte o retinol a aldeido, retinal (c), e uma oxidagao posterior produz acido 
retinoico (d), hormonio que regula a expressao genica. 0 retinal se combina 
com a proteina opsina para formar rodopsina (nao mostrada), pigmento fo¬ 


tossensivel amplamente disseminado na natureza. No escuro, o retinal da ro¬ 
dopsina esta na forma 11 -c/s (c). Quando a molecula de rodopsina e excitada 
pela luz visivel, o 11-c/s-retinal passa por uma serie de reagoes fotoquimicas 
que o convertem em retinal todo-frans (e), forgando uma mudanga na forma 
da molecula de rodopsina inteira. Essa transformagao no bastonete da retina 
dos vertebrados emite urn sinal eletrico para o cerebro que e a base da trans- 
dugao visual, topico a ser tratado com mais detaihe no Capitulo 12. 


A vitamina A foi primeiro isolada de oleos de figado de 
peixe; figado, ovos, leite integral e manteiga tambem sao 
boas fontes. Em vertebrados, o j8-caroteno, o pigmento que 
da as cenouras, a batata-doce e a outros vegetais amarelos 
a sua cor caracteristica, pode ser convertido enzimatica- 
mente a vitamina A. A deficiencia dessa vitamina ocasiona 
varies sintomas em humanos, incluindo secura da pele, dos 
olhos e das membranas mucosas; desenvolvimento e cres- 
cimento retardados; e cegueira noturna, frequente sintoma 
inicial no diagnostico de deficiencia de vitamina A. ■ 

As vitaminas E e K e as quinonas lipidicas sao cofatores 
de oxirredu^ao 


tern um anel aromatico substituido e uma cadeia lateral 
longa de isoprenoide (Figura 10-22a). Por serem hidrofo- 
bicos, os tocoferois se associam com as membranas celula- 
res, com os depositos de lipideos e com as lipoproteinas no 
sangue. Os tocoferois sao antioxidantes biologicos. 0 anel 
aromatico reage com as formas mais reativas de radicals de 
oxigenio e outros radicals livres e as destroi, protegendo os 
acidos graxos insaturados da oxidagao e impedindo o dano 
oxidative aos lipideos de membrana, o que pode causar fra- 


T 


A vitamina E e o nome coletivo para um grupo de 
lipideos relacionados chamados tocoferois, oue con- 


gilidade celular. Os tocoferois sao encontrados nos ovos e 
nos oleos vegetais e sao especialmente abundantes no ger- 
me de trigo. Animals de laboratorio alimentados com dietas 
deficientes em vitamina E desenvolvem pele escamosa, fra- 
queza muscular e esterilidade. A deficiencia de vitamina E 
em humanos e muito rara; o principal sintoma e a fragilida- 
de dos eritrocitos. 

0 anel aromatico da vitamina K (Figura 10-22b) pas¬ 
sa por um ciclo de oxidagao e redugao durante a formagao 
da protrombina ativa, proteina do plasma sanguineo essen- 
cial na coagulagao. A protrombina e uma enzima proteoli- 
tica que quebra ligagoes peptidicas na proteina sanguinea 
fibrinogenio para converte-la em fibrina, a proteina fibro¬ 
sa insoluvel que une os coagulos sanguineos (ver Figura 
6-39). Henrik Dam e Edward A. Doisy descobriram que a 
deficiencia de vitamina K retarda a coagulagao sanguinea, 
o que pode ser fatal. A deficiencia dessa vitamina e muito 
incomum em humanos, com excegao de uma pequena por- 
centagem de bebes que sofrem da doenga hemorragica do 
recem-nascido, condigao potencialmente fatal. Nos Estados 
Unidos, os recem-nascidos recebem rotineiramente uma 
injegao de 1 mg de vitamina K. A vitamina (filoquino- 
na) e encontrada nas folhas de plantas verdes; uma forma 
relacionada, a vitamina (menaquinona), e produzida por 
bacterias que vivem no intestino de vertebrados. 
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(a) 

Vitamina E: antioxidante 
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(b) 

Vitamina K^: cofator da 
coagulagao sanguinea 
(filoquinona) 


(c) 

Varfarina: anticoagulante 
sangumeo 


(d) 

Ubiquinona: transportador de 
eletrons da mitocondria 
(coenzima Q) (n = 4 a 8) 


(e) 

Plastoquinona: transportador 
de eletrons do cloroplasto 
(n = 4 a 8) 
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Dolicol: transportador 
dea^ucar (n = 9a 22) 
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FIGURA10-22 Alguns outros compostos isoprenoides biologicamente 
ativos ou derivados. As unidades derivadas do isopreno estao indicadas com 
linhas vermelhas tracejadas. Na maioria dos tecidos de mamiferos, a ubiquinona 


(tambem chamada de coenzima Q) tern 10 unidades de isopreno. Os dolicois 
dos animals tern de 17 a 21 unidades de isopreno (85 a 105 atomos de carbo- 
no), os dolicois bacterianos tern 11, e os de plantas e fungos tern de 14 a 24. 


Edward A. Doisy, 

1893-1986 

A warfarina (Figura 10-22c), composto sintetico que 
inibe a formagao de protrombina ativa, e particularmente 
venenosa para rates, causando a morte per sangramento 
interne. Irenicamente, esse petente raticida tambem e um 
farmace anticeagulante inestimavel para tratar humanes 
em risce per ceagulagae sanguinea excessiva, ceme es pa- 
cientes cirurgices e aqueles cem trembese cerenaria. ■ 


A ubiquinena (tambem chamada de ceenzima Q) e a 
plastequinena (Figura 10-22d, e) sae isepreneides que 
funcienam ceme transpertaderes lipefilices de eletrens em 
reagoes de exirredugae que levam a sintese de ATP na mi- 
tecondria e nes clereplastes, respectivamente. Ambas pe- 
dem aceitar um eu deis eletrens e um eu dels protens (ver 
Figura 19-3). 

Os dolicois ativam precursores de a^ucares para a 
biossintese 

Durante a mentagem des carbeidrates cemplexes das pa- 
redes celulares bacterianas e durante a adigae de unidades 
de pelissacaridee a certas preteinas (glicepreteinas) e lipi- 
dees (glicelipidees) em eucarietes, as unidades de agucar a 
serem adicienadas sae quimicamente ativadas pela ligagae 
a alceois isepreneides chamades de dolicois (Figura 10- 
22f). Esses cempestes tern fertes interagoes hidrefobicas 
cem lipidees de membrana, ancerande na membrana es 
agucares ligades, ende participam de reagoes de transfe- 
rencia de agucares. 



Henrik Dam, 
1895-1976 
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FIGURA10-23 Lipfdeos como pigmentos nas plantas e nas penas das 
aves. Compostos com sistemas conjugados longos absorvem luz na regiao 
visivel do espectro. As diferenpas sutis na quimica desses compostos pro- 
duzem pigmentos de cores notavelmente diferentes. As aves adquirem os 
pigmentos que dao as cores vermelha ou amarela as suas penas comendo 


materiais de plantas que contem pigmentos carotenoides, como a cantaxan- 
tina e a zeaxantina. As diferenpas na pigmentapao entre machos e femeas de 
aves sao resultado de diferenpas na absorpao e no processamento intestinal 
dos carotenoides. 


Muitos pigmentos naturals sao dienos conjugados a lipi'deos 

Os dienos conjugados possuem cadeias de carbono com liga- 
goes simples e duplas alternadas. Como esse arranjo estru- 
tural permite o movimento dos eletrons, os compostos po- 
dem ser excitados por radiagoes eletromagneticas de baixa 
energia (luz visivel), dando a eles cores visiveis para huma- 
nos e outros animals. 0 carotene (Figura 10-21) e amarelo- 
-alaranjado; compostos similares dao as penas das aves sens 
vistosos vermelhos, alaranjados e amarelos (Figura 10-23). 
Como os esterdis, esteroides, dolicdis, vitaminas A, E, D e 
K, ubiquinona e plastoquinona, esses pigmentos sao sinteti- 
zados a partir de derivados de isopreno de cinco carbonos; 
a rota biossintetica e descrita em detalhes no Capitulo 21. 


Os policetideos sao produtos naturals com atividades 
biologicas 

Os policetideos sao um grupo de lipideos diversos com 
vias biossinteticas semelhantes (condensagao de Claisen) 
aquelas dos acidos graxos. Sao metabolitos secunda- 
rios, compostos nao essenciais para o metabolismo de 
um organismo, mas com algumas fungoes subsidiarias que 
dao aos seus produtores uma vantagem em algum nicho 
ecologico. Muitos policetideos tern utilidade na medicina 
como antibioticos (eritromicina), antifungicos (anfoterici- 
na B) ou inibidores da sintese do colesterol (lovastatina) 
(Figura 10-24). 





1 FIGURA 10-24 Tres produtos naturals poli- 
, ^ cetideos usados na medicina Humana. 
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RESUMO 10.3 Lipideos como sinalizadores, cofatores e 
pigmentos 

► Alguns tipos de lipideos, embora presentes em quanti- 
dades relativamente baixas, desempenham papeis cm- 
ciais como cofatores ou sinalizadores. 

► 0 fosfatidilinositol-bifosfato e hidrolisado para pro- 
duzir dois mensageiros intracelulares, o diacilglicerol 
e o inositol-1,4,5-trifosfato. 0 fosfatidilinositol-3,4,5- 
-trifosfato e um ponto de nucleagao para complexes 
proteicos supramoleculares envoMdos na sinalizagao 
biologica. 

► As prostaglandinas, os tromboxanos e os leucotrienos 
(os eicosanoides), derivados do araquidonato, sao hor- 
monios extremamente potentes. 

► Os hormonios esteroides, tal como os hormonios se- 
xuais, sao derivados dos esterois. Servem como pode- 
rosos sinalizadores biologicos, alterando a expressao 
genica nas celulas alvos. 

► As vitaminas D, A, E e K sao compostos lipossoluveis 
constituidos por unidades de isopreno. Todos desempe¬ 
nham papeis essenciais no metabolismo ou na fisiologia 
dos animais. A vitamina D e precursora de um hormonio 
que regula o metabolismo do calcio. A vitamina A forne- 
ce o pigmento fotossensivel do olho dos vertebrados e e 
um regulador da expressao genica durante o crescimen- 
to das celulas epiteliais. A vitamina E funciona na prote- 
gao dos lipideos de membrana contra o dano oxidative, 
e a vitamina K e essencial no processo de coagulagao 
sanguinea. 

► As ubiquinonas e as plastoquinonas, tambem derivadas 
de isoprenoides, sao transportadores de eletrons nas 
mitocondrias e nos cloroplastos, respectivamente. 

► Os dolicois ativam e ancoram os agucares as membra- 
nas celulares; os grupos agucar sao entao utilizados na 
sintese de carboidratos complexes, glicolipideos e gli- 
coproteinas. 

► Os dienos conjugados a lipideos servem como pigmen¬ 
tos nas flores e nos frutos e dao as penas das aves suas 
cores vistosas. 

► Os policetideos sao produtos naturais amplamente usa- 
dos na medicina. 


10.4 Trabalhando com lipideos 

Como os lipideos sao insoluveis em agua, sua extragao e 
sen posterior fracionamento requerem o uso de solventes 
organicos e de algumas tecnicas pouco utilizadas na purifi- 
cagao de moleculas hidrossoluveis, como as proteinas e os 
carboidratos. Em geral, misturas complexas de lipideos sao 
separadas por diferengas na polaridade ou na solubilidade 
em solventes apolares. Os lipideos que contem acidos gra- 
xos ligados a ester ou amida podem ser hidrolisados pelo 
tratamento com acido ou base ou com enzimas hidroliticas 
especificas (fosfolipases, glicosidases) para liberar sens 
componentes para analise. Alguns metodos comumente 
utilizados nas analises de lipideos sao mostrados na Figura 
10-25 e discutidos a seguir. 


A extragao de lipideos requer solventes organicos 

Os lipideos neutros (triacilglicerois, ceras, pigmentos, etc.) 
sao prontamente extraidos dos tecidos com eter etilico, 
cloroformio ou benzeno, solventes que nao permitem a 
agregagao causada pelas interagoes hidrofobicas. Os lipi- 
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e modos de monitoramento diferentes 
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FIGURA 10-25 Procedimentos comuns na extragao, na separa^ao e na 
identifica^ao de lipideos celulares. (a) 0 tecido e homogeneizado em 
uma mistura de cloroformio/metanol/agua, que gera duas fases com a adi- 
qao de agua e a remoqao dos sedimentos nao extraiveis por centrifugaqao. 
(b) As principais classes dos lipideos extraidos na fase cloroformio podem ser 
primeiro separados por cromatografia de camada delgada (CCD), na qual os 
lipideos sao carregados para cima em uma placa de silica coberta de gel por 
uma frente ascendente de solvente, com os lipideos menos polares migrando 
mais do que os lipideos mais polares ou carregados, ou por cromatografia de 
adsorqao em uma coluna de silica gel em que passam solventes de polaridade 
crescente. Por exempio, cromatografia em coluna com solventes apropriados 
pode ser usada para separar especies lipidicas intimamente relacionadas, tal 
como fosfatidilserina, fosfatidilglicerol, e fosfatidilinositol. Uma vez separados, 
os acidos graxos complementares a cada lipideo podem ser determinados por 
espectrometria de massa. (c) Alternativamente, no metodo rapido, um extrato 
de lipideos nao fracionado pode ser diretamente submetido a espectrometria 
de massa de alta resoluqao de diferentes tipos e sob condiqbes distintas para 
determinar a composiqao total de todos os lipideos: o lipidoma. 
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decs de membrana sao mais bem extraidos por solventes 
organicos mais polares, como o etanol ou o metanol, que 
reduzem as interagoes hidrofobicas entre as moleculas lipi- 
dicas enquanto tambem enfraquecem as ligagoes de hidro- 
genio e as interagoes eletrostaticas que ligam os lipideos de 
membrana as protemas de membrana. Um extrator bastan- 
te utilizado e uma mistura de cloroformio, metanol e agua, 
inicialmente em proporgoes de volume (1:2:0:8) que sao 
misciveis, produzindo uma unica fase. Depois que o tecido 
e homogeneizado nesse solvente para extrair todos os lipi¬ 
deos, mais agua e adicionada ao extrato resultante, e a mis¬ 
tura separa-se em duas fases, metanol/agua (fase de cima) 
e cloroformio (fase de baixo). Os lipideos permanecem 
na camada com cloroformio, e as moleculas mais polares, 
como as protemas e os agucares, repartem-se na camada de 
metanol/agua (Figura 10-25a). 

A cromatografia de adsor^ao separa lipideos de 
polaridades diferentes 

Misturas complexas de lipideos dos tecidos podem ser fra- 
cionadas por procedimentos cromatograficos com base nas 
diferentes polaridades de cada classe de lipideo (Figura 10- 
25b). Na cromatografia de adsorgao, um material insoluvel 
polar como silica gel (forma de acido silicico, Si[OH] 4 ) e co- 
locado em uma coluna de vidro, e a mistura de lipideos (na 
solugao de cloroformio) e aplicada no topo da coluna. (Na 
cromatografia liquida de alto desempenho, a alta pressao 
forga os solventes atraves da coluna, que tern um diametro 
menor.) Os lipideos polares se ligam fortemente ao acido 
silicico, e os lipideos neutros passam diretamente atraves 
da coluna e emergem na primeira eluigao com cloroformio. 
Os lipideos polares sao entao eluidos em ordem crescente 
de polaridade, lavando a coluna com solventes de polarida- 
de progressivamente mais alta. Lipideos polares nao carre- 
gados (p. ex., cerebrosideos) sao eluidos com acetona, e 
lipideos muito polares ou carregados (como os glicerofosfo- 
lipideos) sao eluidos com metanol. 

A cromatografia em camada delgada em acido silicico 
aplica o mesmo principio (Figura 10-25b). Uma fina camada 
de silica gel e espalhada sobre uma placa de vidro, a qual ela 
se adere. Uma pequena amostra de lipideos dissoMdos em 
cloroformio e aplicada perto de uma das margens da placa, 
que e imersa em um recipiente raso com um solvente orga- 
nico ou uma mistura de solventes; o conjunto e colocado em 
uma camara saturada com vapor do solvente. A medida que 
o solvente ascende pela placa por capilaridade, ele carrega 
os lipideos com ele. Os lipideos menos polares migram mais, 
pois tern menor tendencia a se ligarem ao acido silicico. Os 
lipideos separados podem ser detectados pela pulverizagao 
da placa com um corante (rodamina) que emite fluorescen- 
cia quando associado aos lipideos, ou pela exposigao da pla¬ 
ca a vapores de iodo. 0 iodo reage reversivelmente com as 
ligagoes duplas nos acidos graxos, de forma que os lipideos 
que contem acidos graxos insaturados desenvolvem uma 
coloragao amarela ou marrom. Varios outros reagentes de 
pulverizagao tambem sao uteis na detecgao de lipideos es- 
pecificos. Para analise subsequente, as regioes que contem 
lipideos isolados podem ser raspadas da placa e os lipideos 
podem ser recuperados por meio de extragao com um sol¬ 
vente organico. 


A cromatografia gasosa-h'quida separa misturas de 
derivados volateis de lipideos 

A cromatografia gasosa-liquida separa os componentes de 
uma mistura de acordo com suas tendencias relativas a dissol- 
verem-se no material inerte contido na coluna cromatografica 
ou a volatilizarem-se e migrarem atraves da coluna, carrega¬ 
dos por uma corrente de um gas inerte como o helio. Alguns 
lipideos sao naturalmente volateis, mas a maioria necessita 
ser primeiro derivatizada para aumentar sua volatilidade (i.e, 
diminuir seu ponto de ebuligao). Para uma analise dos acidos 
graxos em uma amostra de fosfolipideos, os lipideos sao pri¬ 
meiro transesterificados: aquecidos em uma mistura de meta- 
noPHCl ou metanol/NaOH para converter os acidos graxos es- 
terificados com o glicerol nos sens respectivos me til esteres. 
Esses metil esteres de acilas graxas sao entao aplicados em 
coluna cromatografica de gas-liquido e a coluna e aquecida 
para volatilizar os compostos. Os esteres de acilas graxas mais 
soluveis no material da coluna repartem-se (dissolvem-se) 
naquele material; os lipideos menos soluveis sao carregados 
pela corrente de gas inerte e emergem primeiro da coluna. A 
ordem de eluigao depende da natureza do adsorvente solido 
na coluna e do ponto de ebuligao dos componentes da mistu¬ 
ra lipidica. Utilizando-se essas tecnicas, as misturas de acidos 
graxos de varios comprimentos de cadeia e varios graus de 
insaturagao podem ser completamente separadas. 

A hidrolise especifica auxilia na determina^ao das 
estruturas dos lipideos 

Algumas classes de lipideos sao suscetiveis a degradagao 
sob condigoes especificas. Por exemplo, todos os acidos 
graxos com ligagao ester nos triacilglicerois, os fosfolipideos 
e os esteres de esterol sao liberados em tratamento fraca- 
mente acido ou alcalino, e em condigoes mais extremas de 
hidrolise ha liberagao dos acidos graxos ligados com ligagao 
amida, como ocorre nos esfingolipideos. As enzimas que es- 
pecificamente hidrolisam certos lipideos tambem sao uteis 
na determinagao da estrutura dos lipideos. As fosfolipases 
A, C e D (Figura 10-16) clivam ligagoes particulares nos fos¬ 
folipideos e geram produtos com solubilidades e comporta- 
mentos cromatograficos caracteristicos. Afosfolipase C, por 
exemplo, libera um alcool fosforilado soluvel em agua (como 
a fosfocolina da fosfatidilcolina) e um diacilglicerol soluvel 
em cloroformio, cada qual podendo ser caracterizado se- 
paradamente para determinar a estrutura do fosfolipideo 
intacto. A combinagao da hidrolise especifica com a carac- 
terizagao dos produtos pelas cromatografias em camada del¬ 
gada, gasosa-liquida e de alto desempenho frequentemente 
permite a determinagao de uma estrutura lipidica. 

A espectrometria de massa revela a estrutura 
lipidica completa 

Para se estabelecer, sem ambiguidade, o comprimento de 
uma cadeia hidrocarbonada ou a posigao das ligagoes du¬ 
plas, a analise espectrometrica de massa dos lipideos ou 
de seus derivados volateis e fundamental. As propriedades 
quimicas de lipideos similares (p. ex., dois acidos graxos de 
comprimentos similares insaturados em posigoes diferen¬ 
tes, ou dois isoprenoides com numeros diferentes de unida- 
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FIGURA 10-26 Determina^ao da estrutura de acidos graxos por es- 
pectrometria de massa. 0 acido graxo e convertido primeiro em urn 
derivado que minimiza a migraqao das ligaqoes duplas quando a molecula 
e fragmentada pelo bombardeamento de eletrons. 0 derivado aqui apre- 
sentado e urn ester de picolinil do acido linoleico - 18:2(A^'^^) (M^ 371) 
no qual o alcool e o picolinol (em vermelho). Quando bombardeada com 
uma corrente de eletrons, essa molecula e volatilizada e convertida a urn ion 
precursor (M^; 371), no qual o atomo N possui a carga positiva e uma serie 

de fragmentos menores produzidos pela quebra de ligaqoes C—C em aci¬ 
dos graxos. 0 espectrometro de massa separa esses fragmentos carregados 
de acordo com a sua razao massa/carga (m/z). (Para revisar os principios da 
espectrometria de massa, ver p. 100-102.) 


Os ions proeminentes em m/z = 92, 108, 151 e 164 contem o anel de 
piridina do picolinol e varios fragmentos do grupo carboxil, mostrando que o 
composto e de fato urn ester de picolinil. 0 ion molecular, (m/z = 371), con- 
firma a presenqa de urn acido graxo de C^g com duas ligaqdes duplas. A serie 
uniforme de ions de 14 unidades de massa molecular (u) de distancia represen- 
ta a perda sucessiva de cada grupo metil e metileno da extremidade metilada 
da cadeia de acila (comeqando no C-18; a extremidade direita da molecula e 
mostrada aqui), ate que o ion atinja m/z = 300. Isso e seguido por uma lacuna 
de 26 u para os carbonos da ligaqao dupla terminal, em m/z = 274; uma lacuna 
de 14 u mais adiante para o grupo metileno do C-11, em m/z = 260; e assim 
por diante. Dessa maneira, a estrutura inteira e determinada, ainda que esses 
dados isolados nao revelem a configuraqao (c/s ou trans) das ligaqdes duplas. 


des de isopreno) sao muito parecidas, e a ordem de eluigao 
dos varios procedimentos cromatograficos frequentemente 
nao muda entre eles. No entanto, quando o eluato de uma 
coluna cromatografica e amostrado por espectrometria de 
massa, os componentes de uma mistura lipidica podem ser 
separados simultaneamente e identificados por sens pa- 
droes unicos de fragmentagao (Figura 10-26). Com o au- 
mento da resolugao da espectroscopia de massa, e possivel 
identificar lipideos individuais em misturas bastante com- 
plexas sem primeiro fracionar os lipideos do extrato bruto. 
Esse metodo (Figura 10-25c) evita perdas durante a sepa- 
ragao preliminar das subclasses de lipideos, e e mais rapido. 

0 lipidoma procura catalogartodos os lipideos e 
suasfun^es 

Na exploragao dos papeis biologicos dos lipideos nas celu- 
las e nos tecidos, e importante saber quais estao presen- 
tes e em quais proporgoes, e saber como essa composigao 
lipidica muda com o desenvolvimento embrionario, com a 
doenga ou durante o tratamento com farmacos. Devido aos 
milhares de lipideos diferentes que ocorrem naturalmente, 
os bioquimicos que trabalham com lipideos propuseram um 
novo sistema de nomenclatura, com o proposito de tornar 
mais facil a compilagao e a localizagao nas bases de dados 
de composigao lipidica. 0 sistema coloca cada lipideo em 
um de oito grupos quimicos (Tabela 10-3) designados por 
duas letras. Dentro desses grupos, distingoes mais refina- 


das sao indicadas por classes e subclasses numeradas. Por 
exemplo, todas as glicerofosfocolinas sao GPOl; o subgrupo 
de glicerofosfocolinas com dois acidos graxos em ligagao 
ester e designado GPOlOl; com um acido graxo em ligagao 
eter na posigao 1 e um em ligagao ester na posigao 2, o sub¬ 
grupo e designado GPOl02. Acidos graxos especificos sao 
designados por numeros que dao a cada lipideo seu proprio 
identificador unico, de forma que cada lipideo individual, 
bem como tipos ainda nao descobertos, pode ser descrito 
sem ambiguidade em termos de um identificador de 12 ca- 
racteres. Um fator utilizado na classificagao e a natureza 
do precursor biossintetico. Por exemplo, lipideos prenois 
(p. ex., dolicois e vitaminas E e K) sao formados a partir 
de precursores isoprenil. Os policetideos incluem alguns 
produtos naturals, muitos toxicos, com rotas biossinteticas 
relacionadas as dos acidos graxos. As oito categorias qui- 
micas na Tabela 10-3 nao coincidem perfeitamente com as 
divisoes de acordo com a fungao biologica utilizadas neste 
capitulo. Por exemplo, os lipideos estruturais das membra- 
nas incluem tanto os glicerofosfolipideos quanto os esfingo- 
lipideos, categorias separadas na Tabela 10-3. Cada metodo 
de categorizagao tern suas vantagens. 

A aplicagao de tecnicas de espectrometria de massa com 
alta capacidade e alta resolugao pode fornecer catalogos 
quantitativos de todos os lipideos presentes em um tipo de 
celula especifico, sob condigoes particulares - o lipidoma - 
e das maneiras nas quais o lipidoma muda com a diferencia- 
gao, doengas como o cancer ou tratamento com farmacos. 
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TABELA10-3 


As oito principals categorias dos lipideos biologicos 


Categoria 

Codigo da categoria 

Exemplos 

Acidos graxos 

FA 

Oleato, estearoil-CoA, pahnitoUcarnitina 

Glicerolipideos 

GL 

Di e triacilglicerois 

Glicerofosfolipideos 

GP 

Fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina 

Esfingolipideos 

SP 

Esfingomielina, gangliosideo GM2 

Lipideos de esterol 

ST 

Colesterol, progesterona e acidos biliares 

Lipideos de prenol 

PR 

Farnesol, geraniol, retinol, ubiquinona 

Sacarolipideos 

SL 

Lipopolissacarideo 

Poliquetideos 

PK 

Tetraciclina, eritromicina e aflatoxina B^ 


Uma celula animal contem mais do que mil especies diferen- 
tes de lipideos, cada qual presumivelmente com uma fungao 
especifica. Um crescente numero de lipideos possui suas 
fungoes conhecidas, mas a grande parte ainda inexplorada 
do lipidoma oferece uma rica fonte de novos problemas para 
a prdxima geragao de bioquimicos e bidlogos celulares. 

RESUM010.4 Trabalhando com lipideos 

► Na determinagao da composigao de lipideos, eles devem 
ser primeiro extraidos dos tecidos com solventes orga- 
nicos e separados por cromatografias em camada delga- 
da, gas-liquido on de alto desempenho. 

► Fosfolipases especificas para uma das ligagoes em um 
fosfolipideo podem ser utilizadas para gerar compostos 
mais simples para analise subsequente. 

► Os lipideos individuais sao identificados por seu corn- 
portamento cromatografico, por sua suscetibilidade a 
hidrolise por enzimas especificas ou por espectrometria 
de massa. 


vitamina 373 

vitamina Dg 373 
colecalciferol 373 
vitamina A (retinol) 373 
vitamina E 374 


tocoferol 374 

vitamina K 374 
dolicol 375 
policetideo 376 

lipidoma 379 
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como os apresentados na Figura 10-26. 
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Artigo cientifico que descreve as variagoes do lipidoma de 
macrofagos. 

Harkewicz, R. & Dennis, E.A. (2011) Applications of mass 
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301-325. 

Discussao avangada sobre a espectroscopia de massa e lipidomica. 
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Revisao de nivel intermediario das classes de lipideos, sens 
metodos de extragao e separagao e os metodos de identificagao e 
quantificagao de todos os lipideos de uma determinada celula, tecido 
ou organela por espectrometria de massa. 


Problemas 

1. Defini^ao operacional de lipideos. De que maneira a 
definigao de “lipideo” difere dos tipos de definigao utilizados 
para outras biomoleculas como os aminoacidos, os acidos nu- 
cleicos e as proteinas? 

2. Pontos de fusao dos lipideos. Os pontos de fusao de 
uma serie de acidos graxos de 18 carbonos sao: acido estea- 
rico, 69,6°C; acido oleico, 13,4°C; acido linoleico, -5 °C; e acido 
linolenico, -11°C. 

(a) Que aspecto estrutural desses acidos graxos de 18 car¬ 
bonos pode ser correlacionado com o ponto de fusao? 

(b) Desenhe todos os triacilglicerois possiveis que podem 
ser construidos a partir de glicerol, acido palmitico e acido olei¬ 
co. Classifique-os em ordem crescente de ponto de fusao. 
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(c) Acidos graxos de cadeia ramificada sao encontrados em 
alguns lipideos de membrana bacterianos. A sua presenga au- 
menta ou diminui a fluidez das membranas (isto e, diminui ou 
aumenta o seu ponto de fusao)? Por que? 

3. Preparagao de molho bearnaise. Durante a prepara- 
gao do molho bearnaise, as gemas de ovo sao incorporadas 
na manteiga derretida para estabilizar o molho e evitar a se- 
paragao. 0 agente estabilizante nas gemas de ovo e a lecitina 
(fosfatidilcolina). Explique por que isso funciona. 

4. Unidades de isopreno em isoprenoides. 0 geraniol, o 
farnesol e o esqualeno sao chamados de isoprenoides porque 
sao sintetizados a partir de unidades isopreno de cinco carbo- 
nos. Em cada composto, circule as unidades de cinco carbonos 
representando as unidades de isopreno (ver Figura 10-22). 



Geraniol 


OH 



5. Denominando os estereoisomeros de lipideos. Os 

dois compostos abaixo sao estereoisomeros da carvona com 
propriedades bem diferentes; o da esquerda tern cheiro de hor- 
tela e o da direita tern cheiro de alcaravia. Denomine os com¬ 
postos utilizando o sistema RS. 



CH2 


Hortela 


Alcaravia 


6. Designagao RS para a alanina e o lactato. Desenhe, 
utilizando a notagao de formula em perspectiva, e indique os 
isomeros (R^ e (A) do acido 2-aminopropanoico (alanina) e do 
acido 2-hidroxipropanoico (acido lactico). 


H2N 


H 

I 

CH3 


Acido 2-aminopropanoico 
(alanina) 


HO' 


H 

I 


COOH 


CH, 


Acido 2-hidroxipropanoico 
(acido lactico) 


7. Componentes hidrofobicos e hidrofilicos dos lipi¬ 
deos de membrana. Uma caracteristica estrutural comum 
dos lipideos de membrana e a sua natureza anfipatica. Por 
exemplo, na fosfatidilcolina, as duas cadeias de acidos gra¬ 
xos sao hidrofobicas e o grupo cabega fosfocolina e hidro- 
filico. Para cada um dos proximos lipideos de membrana, 
denomine os componentes que servem como unidades hi- 
drofobica e hidrofilica: (a) fosfatidiletanolamina; (b) esfin- 
gomielina; (c) galactosilcerebrosideo; (d) gangliosideo; (e) 
colesteroL 

8. Estrutura do acido graxo 6mega-6. Desenhe a estru- 
tura do acido graxo 6mega-6 16:1. 

9. Hidrogenagao catalitica dos oleos. A hidrogenagao 
catalitica, utilizada na industria alimenticia, converte as liga- 
goes duplas nos acidos graxos dos triacilglicerois do oleo a - 
CH 2 -CH 2 -. Como isso afeta as propriedades fisicas dos oleos? 

10. Labilidade alcalina dos triacilglicerois. Um procedi- 
mento comum para limpar a caixa de gordura da pia de cozinha 
consiste em adicionar um produto que contem hidroxido de 
sodio. Explique por que isso funciona. 

11. Deduzindo a estrutura lipidica a partir da compo- 
sigao. A analise da composigao de certo lipideo mostra que 
ele tern exatamente um mol de acido graxo por mol de fosfato 
inorganico. Ele pode ser um glicerofosfolipideo? Um gangliosi¬ 
deo? Uma esfingomielina? 

12. Deduzindo a estrutura do lipideo a partir da pro- 
porgao molar dos componentes. A hidrolise completa 
de um glicerofosfolipideo gera glicerol, dois acidos graxos 
(16:1[A^] e 16:0), acido fosforico e serina em proporgao molar 
1:1:1:1:1. Denomine esse lipideo e desenhe sua estrutura. 

13. Impermeabilidade das ceras. Que propriedade das 
cuticulas cerosas que recobrem as folhas das plantas deixa a 
cuticula impermeavel a agua? 

^ 1 14. Agao das fosfolipases. As pegonhas de uma es- 

^ pecie de cascavel (Crotalus adamanteus') e a da naja da 
India contem a fosfolipase que catalisa a hidrolise de acidos 
graxos na posigao C-2 dos glicerofosfolipideos. 0 produto da 
degradagao do fosfolipideo dessa reagao e a lisolecitina (leciti¬ 
na e a fosfatidilcolina). Em altas concentragoes, esse e outros 
lisofosfolipideos atuam como detergentes, dissolvendo as 
membranas dos eritrocitos e lisando as celulas. A hemolise em 
grandes proporgoes pode por a vida em risco. 

(a) Todos os detergentes sao anfipMcos. Quais sao as por- 
goes hidrofilicas e hidrofobicas da lisolecitina? 

(b) A dor e a inflamagao causadas pela mordida de cobra 
podem ser tratadas com certos esteroides. Em que se funda- 
menta esse tratamento? 

(c) Embora os altos niveis de fosfolipase na pegonha 
possam ser letais, essa enzima e necessMa para vMos proces¬ 
ses metabolicos normais. Quais sao eles? 

15. Os lipideos na determinagao do grupo sangui- 
neo. Foi visto na Figura 10-15 que a estrutura dos glicoesfin- 
golipideos determina os grupos sanguineos A, B e 0 em huma- 
nos. Tambem e verdade que as glicoproteinas determinam os 
grupos sanguineos. Como podem ambas as afirmagoes serem 
verdadeiras? 

16. Mensageiros intracelulares dos fosfatidilinosi- 
tois. Quando o hormonio vasopressina estlmula a clivagem de 
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato pela fosfolipase C sensivel a hor- 
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monios, dois produtos sao formados. Quais sao eles? Compare 
suas propriedades e suas solubilidades em agua e prediga se 
algum deles se difundiria rapidamente no citosol. 

17. Armazenamento de vitaminas lipossoluveis. Ao 

contrario das vitaminas hidrossoluveis, que devem ser parte 
da nossa dieta diaria, as vitaminas lipossoluveis podem ser ar- 
mazenadas no corpo em quantidades suficientes para muitos 
meses. Sugira uma explicagao para essa diferenga. 

18. Hidrolise de lipideos. Denomine os produtos da hidro- 
lise branda com NaOH dilnido do (a) l-estearoil-2,3-dipalmi- 
toilglicerol; (b) l-palmitoil-2-oleoilfosfatidilcolina. 

19. Efeitos da polaridade na solubilidade. Classifiqne as 
moleculas seguintes em ordem crescente de solubilidade em 
agua: um triacilglicerol, um diacilglicerol e um monoacilglice- 
rol, todos contendo apenas acido palmitico. 

20. Separagao cromatografica de lipideos. Uma mistu- 
ra de lipideos e aplicada a uma coluna de silica gel, que e en- 
tao lavada com solventes de polaridade crescente. A mistura 
consiste em fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, fosfatidil- 
colina, palmitato de colesteril (ester de esterol), esfingomie- 
lina, palmitato, ?z-tetradecanol, triacilglicerol e colesteroL Em 
que ordem os lipideos vao eluir da coluna? Explique o seu 
raciocinio. 

21. Identificagao de lipideos desconhecidos. Johann 
Thudichum, que exercia medicina em Londres cerca de 100 
anos atras, tambem se aventurava na quimica de lipideos em 
seu tempo livre. Ele isolou uma variedade de lipideos do tecido 
neural e caracterizou e identificou muitos deles. Seus frascos 
dos lipideos isolados cuidadosamente selados e identificados 
foram redescobertos muitos anos depois. 

(a) Como voce confirmaria, usando tecnicas nao disponi- 
veis para Thudichum, que os frascos identificados como “es- 
fingomielina” e “cerebrosideo” realmente continham esses 
compostos? 

(b) Como voce distinguiria a esfingomielina da fosfatidilco- 
lina por testes quimicos, fisicos ou enzimaticos? 

22. Ninhidrina para detectar lipideos em placas de 
TLC. A ninhidrina reage especificamente com aminas prima- 
rias para formar um produto roxo-azulado. Um cromatograma 
em camada delgada de lipideos do figado de ratos e pulveriza- 
do com ninhidrina e deixa-se que a coloragao se desenvolva. 
Quais fosfolipideos podem ser detectados dessa forma? 


Problema de analise de dados 

23. Determinando a estrutura do lipideo anormal na 
doenga de Tay-Sachs. A Figura Q-1 do Quadro 10-1 mostra 
a rota de degradagao de gangliosideos em individuos saudaveis 
(normais) e em individuos com certas doengas geneticas. Al- 
guns dos dados nos quais a figura esta baseada foram apresen- 
tados em um artigo de Lars Svennerholm (1962). Observe que 
o agucar Neu5Ac, o acido A^-acetilneuraminico, representado 
na figura do Quadro 10-1 como ♦, e um acido sialico. 

Svennerholm relatou que “aproximadamente 90% dos mo- 
nosialiogangliosideos isolados do cerebro de uma pessoa nor¬ 


mal” consistiam em um composto com ceramida, hexose, N- 
-acetilgalactosamina e acido A^-acetilneuraminico na proporgao 
molar de 1:3:1:1. 

(a) Qual dos gangliosideos (GMl a GM3 e globosideo) da 
Figura Q-1 do Quadro 10-1 se encaixa nessa descrigao? Expli¬ 
que o seu raciocinio. 

(b) Svennerholm relatou que 90% dos gangliosideos de um 
paciente com a doenga de Tay-Sachs tinham uma proporgao 
molar (dos mesmos quatro componentes dados anteriormen- 
te) de 1:2:1:1. Isso e consistente com a figura do Quadro 10-1? 
Explique o seu raciocinio. 

Para determinar a estrutura em maior detalhe, Sven¬ 
nerholm tratou os gangliosideos com neuraminidase para 
remover o acido A^-acetilneuraminico. Isso resultou em um 
asialogangliosideo que era muito mais facil de analisar. Ele 
hidrolisou-o com acido, coletou os produtos que continham ce¬ 
ramida e determinou a proporgao molar dos agucares em cada 
produto. Ele fez isso tanto para os gangliosideos de pessoas 
normais quanto para os daquelas com a doenga de Tay-Sachs. 
Os seus resultados sao mostrados abaixo. 


Gangliosideo 

Normal 
Fragmento 1 
Fragmento 2 
Fragmento 3 
Fragmento 4 

Tay-Sachs 
Fragmento 1 
Fragmento 2 
Fragmento 3 


Ceramida Glkose Galactose Galactosamina 


110 0 
111 0 
111 1 
112 1 


110 0 
111 0 
111 1 


(c) Com base nesses dados, o que voce pode concluir sobre 
a estrutura do gangliosideo normal? Isso e consistente com a 
estrutura no Quadro 10-1? Explique o seu raciocinio. 

(d) 0 que voce pode concluir sobre a estrutura do ganglio¬ 
sideo de Tay-Sachs? Isso e consistente com a estrutura no Qua¬ 
dro 10-1? Explique o seu raciocinio. 

Svennerholm tambem relatou o trabalho de outros pes- 
quisadores que “permetilaram” o asialogangliosideo normal. 
Permetilagao e o mesmo que uma metilagao exaustiva: um 
grupo metil e adicionado a todos os grupos hidroxila de um 
agucar. Eles encontraram os seguintes agucares permetilados: 

2.3.6- trimetilglicopiranose; 2,3,4,6-tetrametilgalactopiranose; 

2.4.6- trimetilgalactopiranose; e 4,6-dimetil-2-des6xi-2-amino- 
galactopiranose. 

(e) A qual agucar do GMl cada um dos agucares permetila¬ 
dos corresponde? Explique o seu raciocinio. 

(f) Com base em todos os dados apresentados ate aqui, que 
partes de informagao sobre a estrutura do gangliosideo normal 
estao faltando? 
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Membranas Biologicas e Transporte 
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A primeira celula provavelmente passou a existir quan- 
do uma membrana se formou, envolvendo um peque- 
no volume de solugao aquosa e separando-a do resto 
do universo. Membranas definem os limites externos das 
celulas e controlam o trafego molecular por esses limites 
(Figura 11-1); em celulas eucarioticas, elas dividem o es- 
pago interno em compartimentos para separar processes e 
componentes. Organizam sequencias de reagoes complexas 
e sao fundamentals tanto para a conservagao de energia 
biologica quanto para a comunicagao celula-celula. As ati- 
vidades biologicas das membranas devem-se as suas pro- 
priedades fisicas notaveis. As membranas sao flexiveis, au- 
tosselantes e seletivamente permeaveis a solutos polares. A 
flexibilidade das membranas permite que a forma mude ao 



Granule secretor 


Reticulo 
endoplasnnatico 


Membrana 

nuclear 
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FIGURA 11-1 Membranas biologicas. Esta micrografia eletronica de 
uma celula do pancreas exocrino em seegao fina mostra varios comparti¬ 
mentos formados ou circundados por membranas: o reticulo endoplasmati- 
co, a mitocondria, os granulos secretores e a membrana nuclear. 


acompanhar o crescimento e o movimento da celula (como 
no movimento ameboide). Com a sua capacidade de se rom¬ 
per e resselar, duas membranas podem se fundir, como na 
exocitose, ou um compartimento envoMdo por uma unica 
membrana pode sofrer fissao e produzir dois compartimen¬ 
tos selados, como na endocitose ou na divisao celular, sem 
gerar grandes vazamentos atraves das superficies celulares. 
Pelo fato de serem seletivamente permeaveis, as membra¬ 
nas retem certos compostos e ions dentro das celulas e 
dentro de compartimentos celulares especificos, enquanto 
excluem outros. 

As membranas nao sao barreiras meramente passivas. 
Elas incluem um arranjo de proteinas especializadas na 
promogao ou catalise de varios processos celulares. Na 
superficie celular, transportadores movem solutos orga- 
nicos e ions inorganicos especificos atraves da membra¬ 
na; receptores captam sinais extracelulares e disparam 
mudangas moleculares na celula; moleculas de adesao 
mantem celulas vizinhas juntas. Dentro da celula, as 
membranas organizam processos celulares como a sin- 
tese de lipideos e certas proteinas, assim como a trans- 
dugao de energia na mitocondria e nos cloroplastos. Por 
consistirem em apenas duas camadas de moleculas, as 
membranas sao muito finas - essencialmente bidimensio- 
nais. Colisoes intermoleculares sao muito mais provaveis 
nesse espago bidimensional do que em um espago tridi¬ 
mensional, de forma que a eficiencia dos processos cata- 
lisados por enzimas organizados dentro das membranas e 
muito aumentada. 

Este capitulo primeiro descreve a composigao das 
membranas celulares e a sua arquitetura quimica - as es- 
truturas moleculares que propiciam suas fungoes biologi¬ 
cas. A seguir, serao consideradas as caracteristicas dinami- 
cas notaveis das membranas, nas quais lipideos e proteinas 
movem-se em relagao uns aos outros. A adesao celular, a 
endocitose e a fusao de membrana que acompanham a se- 
cregao de neurotransmissores ilustram o papel dinamico 
das proteinas de membrana. Entao segue para a passagem 
de solutos mediada por proteinas atraves da membrana via 
transportadores e canais ionicos. Em capitulos seguintes, 
serao discutidos o papel das membranas na transdugao de 
sinal (Capitulos 12 e 23), a transdugao de energia (Capi¬ 
tulo 19), a sintese de lipideos (Capitulo 21) e a sintese de 
proteinas (Capitulo 27). 






386 DAVID L. NELSON & MICHAEL M. COX 


11.1 Composi^ao e arquitetura das membranas 

Uma abordagem para se compreender a fungao da mem- 
brana e estudar sua composigao - determinar, por exemplo, 
quais componentes sao comuns a todas as membranas e 
quais sao exclusivos a membranas com fungoes especificas. 
Assim, antes de descrever a estrutura e a fungao da mem- 
brana, cabe analisar sens componentes moleculares: protei- 
nas e lipideos polares, que sao responsaveis por quase toda 
a massa das membranas biologicas, e carboidratos, presen- 
tes como parte de glicoprotemas e glicolipideos. 

Cada tipo de membrana tern proteinas e lipideos 
caracteristicos 

A proporgao relativa de protema e lipideo varia de acordo 
com o tipo da membrana (Tabela 11-1), refletindo a diversi- 
dade das fungoes biologicas. Por exemplo, certos neuronios 
tern uma bainha de mielina - uma extensao da membrana 
plasmatica que se enrola ao redor da celula varias vezes 
e age como isolante eletrico passivo. A bainha de mielina 
consiste principalmente em lipideos, enquanto membranas 
plasmaticas de bacterias e membranas de mitocondrias e 
cloroplastos, sitios de muitos processes catalisados por en- 
zimas, contem mais proteinas do que lipideos (em massa 
por massa total). 

Para os estudos de composigao da membrana, a pri- 
meira tarefa e isolar uma membrana selecionada. Quando 
celulas eucarioticas sao sujeitas a ruptura mecanica, suas 
membranas plasmaticas rompem-se e fragmentam-se, libe- 
rando componentes citoplasmaticos e organelas ligadas a 
membrana como mitocondrias, cloroplastos, lisossomos e 
nucleos. Organelas intactas e fragmentos de membranas 
plasmaticas podem ser isolados com o uso das tecnicas des- 
critas no Capitulo 1 (ver Figura 1-8) e no Problema Resol- 
vido 2-1 (p. 57). 

Claramente as celulas tern mecanismos para controlar 
os tipos e as quantidades de lipideos de membrana que 
elas sintetizam, bem como para direcionar lipideos espe- 
cificos a organelas particulares. Todos os reinos, todas as 
especies, todos os tecidos ou tipos celulares e as organe¬ 
las de cada tipo celular tern um conjunto caracteristico 
de lipideos de membrana. Membranas plasmaticas, por 
exemplo, sao enriquecidas com colesterol e nao contem 



Porcentagem de lipideos na membrana 

H Colesterol Q Esfingolipideo 

I Cardiolipina Q Fosfatidilcolina 

I I Lipideos secundarios Q Fosfatidiletanolamina 

FIGURA 11-2 Composigao lipidica da membrana plasmatica e mem¬ 
branas de organelas de hepatocito de rato. A especializagao funcional 
de cada tipo de membrana aparece refletida na sua composipao lipidica 
unica. 0 colesterol e proeminente na membrana plasmatica, mas raramen- 
te e detectavel em membranas mitocondriais. A cardiolipina e o principal 
componente da membrana mitocondrial interna, mas nao da membrana 
plasmatica. A fosfatidilserina, o fosfatidilinositol e o fosfatidilglicerol sao 
componentes relativamente secundarios na maioria das membranas, mas 
exercem funpoes cruciais; o fosfatidilinositol e seus derivados, por exemplo, 
sao importantes na transdupao de sinal desencadeada por hormonios. Os 
esfingolipideos, a fosfatidilcolina e a fosfatidiletanolamina estao presentes 
na maioria das membranas, porem em proporpoes variaveis. Os glicolipide¬ 
os, que sao os principals componentes das membranas dos cloroplastos de 
plantas, estao praticamente ausentes nas celulas animais. 

cardiolipinas detectaveis (Figura 11-2); membranas mi¬ 
tocondriais contem muito pouco colesterol e esfingolipi¬ 
deos, mas contem fosfatidilglicerol e cardiolipina, que sao 
sintetizados dentro da mitocondria. Exceto por alguns 
poucos casos, o significado funcional dessas combinagoes 
ainda nao e conhecido. 


TABELA 11-1 


Principais componentes das membranas plasmaticas em varies organismos 


Componentes (% por peso) 



Protema 

Fosfollpideo 

Esterol 

Tipo de esterol 

Outros lipideos 

Bainha de mielina humana 

30 

30 

19 

Colesterol 

Galactolipideos, plasmalogenios 

Figado de camundongo 

45 

27 

25 

Colesterol 

— 

Folha do milho 

47 

26 

7 

Sitosterol 

Galactolipideos 

Levedura 

52 

7 

4 

Ergosterol 

Triacilglicerois, esteres de esteril 

Paramecio (protista ciliado) 

56 

40 

4 

Estigmasterol 

— 

E. coll 

75 

25 

0 

— 

— 


Nota: Os valores nao totalizam 100% em nenhum dos casos, pois ha outros componentes alem de proteinas, fosfolipideos e esterois; as plantas, por exemplo, tern altos 
mveis de glicolipideos. 
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A composigao proteica das membranas de diferentes 
origens varia ainda mais amplamente do que a sua composi- 
gao lipidica, refletindo uma especializagao funcional. Alem 
disso, algumas protemas de membrana sao covalentemente 
ligadas aos oligossacandeos. Por exemplo, na glicoforina, 
glicoprotema da membrana plasmatica do eritrocito, 60% 
de sua massa consiste em oligossacandeos complexos cova¬ 
lentemente ligados a residues de aminoacidos especificos. 
Residues de Ser, Thr e Asn sao os pontos de ligagao mais 
comuns (ver Figura 7-30). As porgoes de agucar das gli- 
coproteinas de superficie influenciam o enovelamento das 
protemas, assim como suas estabilidades e destines intrace- 
lulares, desempenhando um papel significative na interagao 
especifica de ligantes com os receptores glicoproteicos de 
superficie (ver Figura 7-37). 

Algumas proteinas de membrana sao covalentemente 
ligadas a um ou mais lipideos, que servem como ancoras hi- 
drofobicas para fixar as proteinas a membrana, como ainda 
sera visto. 

Todas as membranas biologicas compartilham algumas 
propriedades fundamentals 

As membranas sao impermeaveis para a maioria dos solu¬ 
tes polares ou carregados, mas sao permeaveis a compos- 
tos apolares. Elas tern de 5 a 8 nm (50 a 80 A) de espes- 
sura quando proteinas protuberantes em ambos os lados 
sao incluidas e apresentam aparencia trilaminar quando 
vistas em secgao transversal em microscopio eletronico. 
A evidencia conjunta por microscopia eletronica e estu- 
dos da composigao quimica, assim como estudos fisicos da 
permeabilidade e do movimento de moleculas proteicas e 
lipidicas individuais em membranas, levou ao desenvolvi- 
mento do modelo do mosaico fluido para a estrutura das 
membranas biologicas (Figura 11-3). Os fosfolipideos for- 
mam uma bicamada na qual as regioes apolares das mole¬ 
culas lipidicas em cada camada sao orientadas para o cen- 
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FIGURA 11-3 Modelo do mosaico fluido para a estrutura da membrana 
plasmatica. As cadeias acil no interior da membrana formam uma regiao hi- 
drofobica fluida. As proteinas integrais flutuam nesse mar de lipideos, mantidas 
por interagdes hidrofobicas com as cadeias laterais de residues de seus aminoa¬ 
cidos apolares. Tanto as proteinas quanto os lipideos sao livres para se moverem 
lateralmente no piano da bicamada, mas o movimento de um lado ao outro da 
bicamada e restrito. As porgoes de carboidrato ligadas a algumas proteinas e 
lipideos da membrana plasmatica sao expostas na superficie extracelular. 


tro da bicamada e seus grupos polares sao orientados para 
fora, interagindo com a fase aquosa de cada lado. As protei¬ 
nas estao embebidas nessa lamina da bicamada, mantidas 
por interagoes hidrofobicas entre os lipideos de membrana 
e os dominios hidrofobicos nas proteinas. Algumas pro¬ 
teinas projetam-se apenas de um lado da membrana, en- 
quanto outras expoem seus dominios em ambos os lados. 
A orientagao das proteinas na bicamada e assimetrica, con- 
ferindo a membrana uma “lateralizagao”: os dominios pro- 
teicos expostos em um lado da membrana sao diferentes 
daqueles expostos do outro lado, refletindo uma assimetria 
funcional. As unidades lipidicas e proteicas individuais na 
membrana formam um mosaico fluido com um padrao que, 
ao contrario de um mosaico de ladrilhos de ceramica em 
argamassa, e livre para mudar constantemente. 0 mosaico 
da membrana e fluido porque a maioria das interagoes en¬ 
tre seus componentes e nao covalente, deixando moleculas 
proteicas e lipidicas livres para se movimentarem lateral¬ 
mente no piano da membrana. 

A seguir serao abordadas algumas das caracteristicas do 
modelo do mosaico fluido em mais detalhes e analisadas as 
evidencias experimentais que sustentam o modelo basico, 
mas que precisou ser aprimorado de varias formas. 

A bicamada lipidica e o elemento estrutural basico das 
membranas 

Os glicerofosfolipideos, os esfingolipideos e os esterois 
sao praticamente insoluveis em agua. Quando mistura- 
dos com agua, eles espontaneamente formam agregados 
lipidicos microscopicos, agrupando-se com suas porgoes 
hidrofobicas em contato entre si e com seus grupos hi- 
drofilicos interagindo com a agua circundante. Esse agru- 
pamento reduz a superficie hidrofobica exposta a agua 
e assim minimiza o numero de moleculas da camada de 
agua ordenada na interface lipideo-agua (ver Figura 2-7), 
resultando em aumento de entropia. Interagoes hidrofobi¬ 
cas entre moleculas lipidicas provem uma forga propulso- 
ra termodinamica para a formagao e a manutengao desses 
agregados. 

Dependendo das condigoes exatas e da natureza dos 
lipideos, tres tipos de agregados de lipideos podem ser 
formados quando lipideos anfipaticos sao misturados com 
agua (Figura 11-4). Micelas sao estruturas esfericas que 
contem desde poucas duzias ate alguns poucos milhares 
de moleculas anfipaticas. Essas moleculas disp6em-se com 
suas regioes hidrofobicas agregadas na parte interna, en- 
quanto a agua e excluida, e com seus grupos polares hidro- 
filicos na superficie, em contato com a agua. A formagao de 
micelas e favorecida quando a area de secgao transversal 
do grupo polar e maior do que da(s) cadeia(s) lateral (is) 
acil, como nos acidos graxos, lisofosfolipideos (fosfolipideos 
com um acido graxo a menos) e detergentes como o dodecil 
sulfato de sodio (SDS; p. 94). 

Um segundo tipo de agregado lipidico na agua e a bica¬ 
mada, na qual duas camadas monolipidicas formam uma 
lamina bidimensional. A formagao da bicamada e favorecida 
quando as areas de secgao transversal dos grupos polares e 
as cadeias acil laterais sao similares, como no caso dos gli¬ 
cerofosfolipideos e dos esfingolipideos. As porgoes hidrofo¬ 
bicas em cada monocamada, excluidas da agua, interagem 
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FIGURA11-4 Agregados lipfdicosanfipaticosformados na agua. (a) 

Em micelas, as cadeias hidrofobicas dos acidos graxos sao sequestradas no 
nucleo da esfera. Praticamente nao ha agua no interior hidrofobico. (b) Na 
bicamada aberta, todas as cadeias laterals acil, exceto aquelas das margens 


da lamina, estao protegidas da interaqao com a agua. (c) Quando a bica¬ 
mada bidimensional se dobra sobre ela mesma, ela forma uma bicamada 
fechada, uma vesicula oca tridimensional (lipossomo) envolvendo uma ca- 
vidade aquosa. 


entre si. Os gmpos polares hidrofilicos interagem com a 
agua em cada superficie da bicamada. Devido ao fato de as 
bordas das regioes hidrofobicas (Figura 11-4b) estarem em 
contato com a agua, a lamina da bicamada e relativamente 
instavel e dobra-se espontaneamente sobre si mesma para 
formar uma esfera oca, a vesicula (Figura 11-4c). A super¬ 
ficie continua das vesiculas elimina a exposigao de regioes 
hidrofobicas, permitindo as bicamadas alcangarem o maxi- 
mo de estabilidade quando em meio aquoso. A formagao de 
vesiculas tambem cria compartimentos aquosos separados. 
E provavel que os precursores das primeiras celulas vivas 
tenham apresentado semelhangas com as vesiculas lipidi- 
cas, com seus conteudos aquosos separados do meio cir- 
cundante por uma casca hidrofobica. 

A bicamada lipidica tern 3 nm (30 A) de espessura. 0 
cerne hidrocarbonado, composto por —CHg— e —CHg dos 
grupos acil, e tao apolar quanto o decano, e vesiculas for- 
madas em laboratorio a partir de lipideos puros (liposso- 
mos) sao essencialmente impermeaveis a solutos polares, 
assim como e a bicamada lipidica de membranas biologi- 
cas (embora membranas biologicas, como sera visto, sejam 
permeaveis a solutos para os quais tenham transportadores 
especificos). 

Os lipideos das membranas plasmaticas sao distribuidos 
assimetricamente entre as duas laminas da bicamada, em¬ 
bora a assimetria nao seja absoluta, ao contrario das pro- 
teinas de membrana. Na membrana plasmatica de eritroci- 
to, por exemplo, lipideos contendo colina (fosfatidilcolina 
e esfingomielina) geralmente sao encontrados na lamina 
externa (extracelular ou exoplasmatica) (Figura 11-5), 
enquanto a fosfatidilserina, a fosfatidiletanolamina e os 
fosfatidilinositois sao muito mais comuns na lamina interna 
(lado citoplasmatico). 0 fluxo de componentes de mem¬ 
brana a partir do reticulo endoplasmatico - atravessando o 
aparelho de Golgi e rumando a membrana plasmatica - via 
vesiculas transportadoras, e acompanhado por mudangas 
na composigao lipidica e disposigao ao longo da membrana 
(Figura 11-6). A fosfatidilcolina e o principal fosfolipideo 
no lumen da monocamada da membrana do Golgi, mas em 


vesiculas transportadoras, a fosfatidilcolina tern sido ampla- 
mente substituida por esfingolipideos e colesterol, os quais, 
na fusao das vesiculas transportadoras com a membrana 
plasmatica, compoem a maioria dos lipideos na monocama¬ 
da externa da membrana plasmatica. 

Mudangas na distribuigao dos lipideos entre as laminas 
da membrana plasmatica geram consequencias biologicas. 


Percentual 

Fosfolipideo de fosfolipideo 

de membrana total na Percentual de distribuigao 

doeritrocito membrana na membrana 
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FIGURA 11-5 Distribuigao assimetrica de fosfolipideos entre as mo- 
nocamadas interna e externa da membrana plasmatica de eritrocito. 

A distribuigao de urn fosfolipideo especifico e determinada ao se tratar a 
celula Intacta com fosfolipase C, que nao pode alcangar os lipideos da mo¬ 
nocamada (lamina) interna, mas remove os grupos polares das cabegas dos 
lipideos na monocamada externa. A proporgao de cada grupo polar liberado 
fornece uma estimativa da fragao de cada lipideo na monocamada externa. 
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FIGURA11-6 A distribui^ao de lipideos na membrana em uma celu- duas monocamadas de uma dada membrana podem tambem diferir quan¬ 
ta tfpica. Cada membrana tern sua composiqao caracteristica propria, e as to a sua composiqao. 


Por exemplo, apenas quando a fosfatidilserina se move para 
a lamina externa na membrana plasmatica e que a plaqueta 
e capaz de exercer sen papel na formagao de coagulo san- 
guineo. Para muitos outros tipos celulares, a exposigao da 
fosfatidilserina na superficie externa marca a celula para a 
destruigao por morte celular programada. 0 movimento de 
moleculas de fosfolipideos atraves da bicamada e catalisado 
e regulado por proteinas especificas (ver Figura 11-17). 

Tres tipos de proteinas de membrana diferem quanto as 
suas associa^des com a membrana 

Proteinas integrals de membrana sao firmemente as- 
sociadas a bicamada lipidica, sendo removiveis apenas por 
agentes que interferem com reagoes hidrofobicas, como 
detergentes, solventes organicos, on agentes desnaturan- 

tes (Figura 11-7). Proteinas perifericas de membra- 


FIGURA11-7 Proteinas perifericas, integrais e anfitropicas. Proteinas 
de membrana podem ser operacionalmente distinguidas pelas condipoes 
requeridas para libera-las da membrana. A maioria das proteinas perifericas 
e liberada com mudanqas no pH ou na forqa ionica, pela remoqao de calcio 
por agentes quelantes, ou pela adiqao de ureia ou carbonato. As proteinas 
integrais podem ser extraidas com detergentes, que rompem as interaqoes 
hidrofobicas com a bicamada lipidica e formam agregados semelhantes 
a micelas ao redor das moleculas proteicas individuals. Proteinas integrais 
ligadas covalentemente a urn lipideo de membrana, como o glicosilfos- 
fatidilinositol (GPI; ver Figura 11-15), podem ser liberadas pelo tratamento 
com fosfolipase C. Proteinas anfitropicas algumas vezes sao associadas com 
membranas, e algumas vezes nao, dependendo de algum tipo de processo 
regulatorio, como a palmitoilaqao reversivel. 


na associam-se a membrana por interagoes eletrostaticas 
e ligagoes de hidrogenio com dominios hidrofilicos de pro- 
teinas integrais e com grupos polares dos lipideos de mem- 
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brana. Podem ser liberadas por tratamentos relativamente 
brandos que interferem com as interagoes eletrostaticas ou 
quebram as ligagoes de hidrogenio; um agente comumente 
usado e o carbonato com pH alto. Protemas anfitropi- 
cas sao encontradas tanto no citosol quanto em associagao 
com membranas. Suas afinidades pelas membranas resul- 
tam, em alguns casos, das interagoes nao covalentes das 
protemas com uma protema ou lipideo de membrana e, em 
outros casos, da presenga de um ou mais lipideos covalen- 
temente ligados a protema anfitropica (ver Figura 11-15). 
Geralmente, a associagao reversivel das protemas anfitro- 
picas com a membrana e regulada; por exemplo, a fosforila- 
gao ou a ligagao de um ligante pode forgar a uma mudanga 
conformacional na protema, expondo o sitio de ligagao da 
membrana inacessivel anteriormente. 

Muitas protemas de membrana atravessam a bicamada 
lipidica 

A topologia das protemas de membrana (a localizagao dos 
dominios da protema em relagao a bicamada lipidica) pode 
ser determinada com compostos que reagem com as cadeias 
laterais das protemas, mas que nao conseguem atravessar a 
membrana - compostos quimicos polares que reagem com 
aminas primMas de residues Lys, por exemplo, ou enzimas 
como a tripsina que clivam proteinas, mas nao conseguem 
atravessar a membrana. 0 eritrocito humane e conveniente 
para tais estudos, pois ele nao tern organelas envoMdas por 
membranas; a membrana plasmatica e a unica membrana 
presente. Se a proteina de membrana de um eritrocito in- 
tacto reage com um composto impermeavel a membrana, 
essa proteina deve ter no minimo um dominio exposto a 
face externa (extracelular) da membrana. A tripsina diva 
os dominios extracelulares, mas nao afeta o dominio inseri- 
do dentro da bicamada ou exposto apenas a face interna, a 
menos que a membrana plasmatica seja rompida de forma a 
tornar esses dominios acessiveis a enzima. 

Experimentos com tais reagentes especificos para ana- 
lise da topologia mostram que a glicoproteina de eritrocito 
glicoforina atravessa a membrana plasmatica. Sen domi¬ 
nio aminoterminal (contendo as cadeias de carboidratos) 
esta na superficie externa e e clivado pela tripsina. A extre- 
midade carboxiterminal projeta-se para o interior da celula, 
onde nao pode reagir com reagentes impermeantes. Tanto 
o dominio aminoterminal quanto o carboxiterminal con- 
tem muitos residues de aminoacidos polares ou carregados 
e sao, portanto, hidrofilicos. Entretanto, um segmento no 
centre da proteina (residues 75 a 93) contem muitos resi¬ 
dues de aminoacidos hidrofobicos, indicando que a glicofo¬ 
rina tenha um segmento transmembrana disposto conforme 
mostrado na Figura 11-8. 

Esses experimentos nao cristalograficos tambem re- 
velaram que a orientagao da glicoforina e assimetrica na 
membrana: sen segmento aminoterminal esta sempre no 
lado de fora. Estudos semelhantes com outras proteinas de 
membrana mostram que cada uma delas tern uma orienta¬ 
gao especifica na bicamada, conferindo a membrana uma 
lateralidade distinta. Para a glicoforina e para todas as ou¬ 
tras glicoproteinas de membrana plasmatica, os dominios 
glicosilados sao encontrados invariavelmente na face extra- 



FIGURA 11-8 Disposi^ao transbicamada da glicoforina em um eri¬ 
trocito. Um dominio hidrofilico contendo todos os residuos de ac^ucar 
encontra-se na superficie externa da membrana, e outro dominio hidrofilico 
projeta-se da face interna da membrana. Cada hexagono vermelho repre- 
senta um tetrassacarideo (contendo dois NeuSAc [acido sialico], Gal e Gal- 
NAc) ligado a um residuo de Ser ou Thr; o hexagono azul representa um 
oligossacarideo ligado a um residuo de Asn. 0 tamanho relative das unida- 
des de oligossacarideos e maior do que mostrado aqui. Um segmento de 19 
residuos hidrofobicos (residuos 75 a 93) forma uma helice a que atravessa 
a bicamada da membrana (ver Figura 11-12a). 0 segmento formado pelos 
residuos 64 a 74 tern alguns residuos hidrofobicos e provavelmente penetra 
a face externa da bicamada lipidica, como mostrado. 

celular da bicamada. Como sera visto, o arranjo assimetri- 
co das proteinas de membrana resulta em uma assimetria 
funcional. Todas as moleculas de uma determinada bomba 
ionica, por exemplo, tern a mesma orientagao na membrana 
e bombeiam ions na mesma diregao. 

As protemas integrals sao mantidas na membrana por 
meio de interagoes hidrofobicas com lipideos 

A firme ligagao das proteinas integrais a membrana e resul- 
tado de interagoes hidrofobicas entre lipideos de membra¬ 
na e dominios hidrofobicos das proteinas. Algumas protei¬ 
nas tern uma unica sequencia hidrofobica no meio (como a 
glicoforina) ou nas extremidades aminoterminal ou carbo¬ 
xiterminal. Outras tern sequencias hidrofobicas multiplas, 
em que cada uma delas, quando em conformagao a-helicoi- 
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FIGURA 11-9 Protemas integrals de membrana. Para proteinas de 
membrana plasmatica conhecidas, as relapoes espaciais dos dominios das 
proteinas na bicamada lipidica se enquadram em seis categorias. As protei¬ 
nas dos tipos I e II tern uma unica helice transmembrana; o dominio ami- 
noterminal esta fora da celula na proteina do tipo I e dentro na do tipo II. 
Proteinas do tipo III tern multiplas helices transmembrana em um unico 
polipeptideo. Em proteinas do tipo IV, os dominios transmembrana de va¬ 
ries polipeptideos diferentes agrupam-se para formar um canal atraves da 
membrana. As proteinas do tipo V sao sustentadas na bicamada em especial 
por lipideos ligados covalentemente (ver Figura 11 -15), e proteinas do tipo VI 
possuem tanto helices transmembrana quanto ancoras lipidicas. 

Nesta figura, e nas demais figuras deste livro, sao representados os seg- 
mentos proteicos transmembrana em suas conformaqoes mais provaveis: as 
helices a com seis a sete voltas. Algumas vezes, essas helices sao mostradas 
apenas como cilindros. Como relativamente poucas estruturas proteicas de 
membrana foram deduzidas por cristalografia por raios X, a representaqao 
de dominios extramembrana e arbitraria e nao se encontra necessariamente 
em escala. 


dal, e longa o suficiente para atravessar a bicamada lipidica 

(Figura 11-9). 

Uma das mais bem estudadas protemas que atravessa a 
membrana, a bacteriorrodopsina, tern sete sequencias inter- 
nas muito hidrofobicas, atravessando sete vezes a bicamada 
lipidica. A bacteriorrodopsina e uma bomba de protons acio- 
nada pela luz, densamente empacotada em arranjos regula- 
res na membrana roxa da bacteria Halohacterium salina- 
rum. A cristalografia por raios X revela uma estrutura com 
sete segmentos a-helicoidais, cada um deles atravessando a 
bicamada lipidica, conectados por algas nao helicoidais nas 
faces interna e externa da membrana (Figura 11-10). Na 
sequencia de aminoacidos da bacteriorrodopsina, podem ser 
identificados sete segmentos com aproximadamente 20 re- 
siduos hidrofobicos, cada um deles formando uma helice a 
que atravessa a bicamada. As sete helices estao aglomeradas 
e orientadas de modo nao bem perpendicular ao piano da 
membrana, um padrao que (conforme sera visto no Capi- 
tulo 12) e um motivo comum em proteinas de membrana 
envolvidas com recepgao de sinal. Interagoes hidrofobicas 
entre aminoacidos apolares e grupos acil graxos dos lipideos 
de membrana ancoram firmemente a proteina a membrana. 

Proteinas de membrana cristalizadas resolvidas (i.e., 
suas estruturas moleculares deduzidas) por cristalografia 
geralmente incluem moleculas de fosfolipideos, o que pre¬ 
sume estarem posicionadas nos cristais assim como estao 
nas membranas nativas. Muitas dessas moleculas de fosfo¬ 
lipideos se encontram na superficie proteica, sens grupos 
polares interagindo com residuos de aminoacidos polares 
nas interfaces agua-membrana interna e externa e suas ca- 



Fora 


Extremidade 

aminoterminal 


Dentro 


Extremidade 

carboxiterminal 


FIGURA 11-10 Bacteriorrodopsina, proteina que atravessa a mem¬ 
brana. (PDB ID 2AT9) A cadeia polipeptidica unica dobra-se em sete helices 
a hidrofobicas, cada uma das quais atravessa a bicamada lipidica de forma 
aproximadamente perpendicular ao piano da membrana. As sete helices a 
transmembrana sao agrupadas, e o espaqo ao redor e entre elas e preen- 
chido com cadeias acila dos lipideos de membrana. 0 pigmento retinal que 
absorve a luz (ver Figura 10-21) esta profundamente inserido na membrana 
em contato com varios segmentos helicoidais (nao mostrado). As cores das 
helices correspondem as do diagrama de hidropatia na Figura 11 -12b. 


deias laterais associadas com residuos apolares. Esses lipi¬ 
deos anelares formam uma bicamada em forma de concha 
(on em anel) ao redor da proteina, estando orientados de 
forma parecida ao esperado para os fosfolipideos em uma 
bicamada (Figura 11-11). Outros fosfolipideos sao en- 
contrados nas interfaces entre monomeros de proteinas 
de membrana de multissubunidades, onde eles formam um 
“selamento oleoso”. Outros ainda estao inseridos no interior 
de uma proteina de membrana, geralmente com sens gru¬ 
pos polares bem abaixo do piano da bicamada. Por exem- 
plo, a succinato-desidrogenase (complexo II, encontrado 
em mitocondrias; ver Figura 19-10) tern varias moleculas 
de fosfolipideos inseridas no sen interior. 

A topologia de uma proteina integral de membrana 
algumas vezes pode ser prevista a partir de sua 
sequencia 

A determinagao da estrutura tridimensional de uma pro¬ 
teina de membrana - isto e, sua topologia - geralmente e 
muito mais dificil do que determinar sua sequencia de ami¬ 
noacidos, tanto diretamente quanto por sequenciamento 
do gene. As sequencias de aminoacidos de milhares de pro¬ 
teinas de membrana sao conhecidas, porem relativamente 
poucas estruturas tridimensionais tern sido estabelecidas 
por cristalografia on espectroscopia por RMN. A presenga 
de sequencias intactas com mais de 20 residuos hidrofobi¬ 
cos em uma proteina de membrana em geral e tida como 
evidencia de que essas sequencias atravessam a bicamada 
lipidica, atuando como ancoras hidrofobicas on formando 
canais transmembrana. Praticamente todas as proteinas in- 
tegrais tern pelo menos uma sequencia desse tipo. A aplica- 
gao dessa logica a sequencias genomicas inteiras leva a con- 
clusao de que, em muitas especies, de 20 a 30% de todas as 
proteinas sao proteinas integrais de membrana. 
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(b) Vq da ATPase do tipo V 


FIGURA 11-11 Lipfdeos anelares associados com duas protemas 
integrals de membrana. (a) A estrutura cristalina da aquaporina de 
ovelha (PDB ID 2B60), urn canal aquoso transmembrana, inclui uma ca- 
mada de fosfolipideos posicionados com seus grupos polares (em azul) 
nas posipoes esperadas nas superficies interna e externa da membrana 
e suas cadeias acil hidrofobicas (em dourado) associadas intimamente 
com a superficie da proteina exposta a bicamada. 0 lipideo forma urn 
"selamento oleoso"ao redor da proteina, que e ilustrado pela representa- 
pao de uma superficie azul-escura. (b) A estrutura cristalina do complexo 
proteico integral da Na^-ATPase do tipo V de Enterococcus hirae (PDB 
ID 2BL2) tern 10 subunidades identicas, cada uma com quatro helices 
transmembrana, que circundam uma cavidade central preenchida com 
fosfatidilglicerol (PG). Aqui, cinco das subunidades foram retiradas para 
expor as moleculas de PG associadas com cada subunidade ao redor do 
interior dessa estrutura. 


0 que e possivel prever sobre a estrutura secundma 
das porgoes da proteina integral que atravessam a membra¬ 
na? Uma sequencia em helice a de 20 a 25 residues e longa 
o suficiente para atravessar a espessura (30 A) da bicamada 
lipidica (lembre-se que o comprimento de uma helice a e 
de 1,5 A [0,15 nm] por residue de aminoacido). Uma cadeia 
polipeptidica rodeada por lipideos, sem moleculas de agua 
as quais possa se ligar por ligagoes de hidrogenio, tende a 
formar helices a ou folhas j8, nas quais ligagoes de hidroge¬ 
nio intracadeia sao maximizadas. Se as cadeias laterais de 
todos os aminoacidos em uma helice forem apolares, inte- 
ragoes hidrofobicas com lipideos circundantes estabilizarao 
a helice. 


Varies metodos simples de analise de sequencia de DNA 
geram previsoes razoavelmente precisas quanto a estrutu¬ 
ra secundaria de proteinas transmembrana. A polaridade 
relativa de cada aminoacido tern side determinada experi- 
mentalmente pela medida da variagao de energia livre que 
acompanha o movimento da cadeia lateral do aminoacido 
de um solvente hidrofobico para a agua. Essa energia livre 
de transferencia, que pode ser expressa come indice de 
hidropatia (ver Tabela 3-1), varia desde muito exergonica 
para residues carregados ou polares ate muito endergonica 
para aminoacidos com cadeias laterais de hidrocarbone- 
tos aromaticos ou alifaticos. 0 indice de hidropatia geral 
(hidrofobicidade) de uma sequencia de aminoacidos e es- 
timado pela soma das energias livres de transferencia dos 
residues na sequencia. Para examinar a sequencia de um 
polipeptideo para segmentos potenciais que atravessam a 
membrana, investigadores calculam o indice de hidropatia 
para segmentos sucessivos (chamados de janelas) de um 
determinado tamanho, de 7 a 20 residues. Para uma janela 
de sete residues, por exemplo, os indices medios para os 
residues 1 a 7, 2 a 8, 3 a 9, e assim por diante, sao represen- 
tados come na Figura 11-12 (representado para o residue 



Numero do residue 


(a) Glicoforina 



(b) Bacteriorrodopsina 

FIGURA 11-12 Grafico de hidropatia. 0 indice de hidropatia medio 
(verTabela 3-1) e representado em relapao ao numero do residuo para duas 
proteinas integrals de membrana. 0 indice de hidropatia para cada residuo 
de aminoacido em uma sequencia de comprimento definido, ou "janela", e 
usado para calcular a hidropatia media para aquela janela. 0 eixo horizontal 
mostra o numero do residuo no meio da janela. (a) A glicoforina de eritro- 
cito humano tern uma unica sequencia hidrofobica entre os residuos 75 e 
93 (em amarelo); compare isto com a Figura 11-8. (b) A bacteriorrodopsi¬ 
na, conhecida a partir de estudos fisicos independentes por ter sete helices 
transmembrana (ver Figura 11-10), tern sete regioes hidrofobicas. Observe, 
entretanto, que o grafico de hidropatia e ambiguo na regiao dos segmentos 
6 e 7. A cristalografia por raios X confirmou que essa regiao tern dois seg¬ 
mentos transmembrana. 
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FIGURA11-13 Residues de Tyr e Trp de protemas de membrana aglo- 
merados na interfaceagua-lipfdeo. As estruturas detalhadas dessas cin- 
co proteinas integrals de membrana sao conhecidas a partir de estudos cris- 
talograficos. 0 canal de (PDB ID 1BL8) e da bacteria Streptomyces lividans 
(ver Figura 11 -47); maltoporina (PDB ID 1AF6), a fosfolipase A da membrana 


externa (OmpLA PDB ID 1QD5), OmpX (PDB ID 1QJ9) e fosfoporina E (PDB ID 
IPFIO) sao proteinas da membrana externa da E. coli. Residues deTyr eTrp 
sao predominantemente encontrados onde a regiao apolar das cadeias acil 
se encontra com a regiao do grupo polar. Residues carregados (Lys, Arg, Glu, 
Asp) sao encontrados quase exclusivamente em Eases aquosas. 


do meio em cada janela - p. ex., residuo 4 para residuos de 
1 a 7). Presume-se que uma regiao com mais de 20 residuos 
com alto indice de hidropatia seja um segmento transmem- 
brana. Quando as sequencias de protemas de membrana 
com estruturas tridimensionais conhecidas sao examinadas 
dessa forma, e encontrada uma correspondencia razoavel- 
mente boa entre os segmentos conhecidos que atravessam 
a membrana e os previstos. A analise de hidropatia preve 
uma helice hidrofobica unica para a glicoforina (Figura 11- 
12a) e sete segmentos transmembrana para a bacteriorro- 
dopsina (Figura ll-12b) - em concordancia com os estudos 
experimentais. 

Com base na sequencia de aminoacidos e nos graficos 
de hidropatia acredita-se que muitas das protemas de trans- 
porte descritas neste capitulo tenham multiplas regioes 
helicoidais que atravessam a membrana - ou seja, elas sao 
protemas integrals do tipo III ou IV (Figura 11-9). Quando 
as provisoes sao consistentes com os estudos quimicos de 
localizagao proteica (como aqueles descritos anteriormente 
para a glicoforina e a bacteriorrodopsina), melhor justifica- 
-se a suposigao de que as regioes hidrofobicas correspon- 
dam a dominios que atravessam a membrana. 

Outra caracteristica notavel de muitas protemas trans¬ 
membrana com estrutura conhecida e a presenga de resi¬ 
duos de Tyr e Trp na interface entre lipideo e agua (Figura 
11-13). As cadeias laterals desses residuos servem aparen- 
temente como ancoras na interface da membrana, capazes 
de interagir simultaneamente com a fase lipidica central e 
as fases aquosas em ambos os lados da membrana. Outra 
generalizagao sobre a localizagao do aminoacido em relagao 
a bicamada e descrita como a regra do positivo-dentro: 
os residuos positivamente carregados de Lys, His e Arg das 
proteinas de membrana ocorrem mais comumente na face 
citoplasmatica das membranas. 

Nem todas as proteinas integrals de membrana sao com- 
postas por helices a transmembrana. Outro motive estru- 
tural comum em proteinas de membrana de bacterias e o 
barril /3 (ver Figura 4-18b), no qual 20 ou mais segmentos 


transmembrana formam folhas (5 que guarnecem um cilin- 
dro (Figura 11-14). Os mesmos fatores que favorecem a 
formagao de helices a no interior hidrofobico da bicamada 
lipidica tambem estabilizam os barris j8: quando nao ha mo- 
leculas de agua disponiveis para formar ligagoes de hidro- 
genio com o oxigenio do carbonil e o nitrogenio da ligagao 
peptidica, o numero maximo de ligagoes de hidrogenio in- 
tracadeia fornece a conformagao mais estavel. Folhas pla- 
nares j8 nao maximizam essas interagoes e geralmente nao 
sao encontradas no interior da membrana. Os barris j8 per- 
mitem todas as ligagoes de hidrogenio e sao aparentemente 
comuns entre as proteinas de membrana. As porinas, pro¬ 
teinas que permitem que certos solutos polares atravessem 
a membrana externa de bacterias gram-negativas como a 
E. coli, tern barris j8 com muitas fitas revestindo uma pas- 
sagem polar transmembrana. A membrana externa de mi- 
tocondrias e cloroplastos tambem contem uma variedade 
de barris j8. 

Um polipeptideo e mais estendido na conformagao j8 
do que em helice a; apenas sete a nove residuos da con¬ 
formagao /3 sao necessarios para atravessar a membrana. 



FepA OmpLA Maltoporina 


FIGURA 11-14 Protemas de membrana com estrutura de barril 

j8. Tres proteinas da membrana externa da E. coli sao mostradas, vistas no 
piano da membrana. A FepA (PDB ID 1FEP), envolvida com a captaqao de Fer¬ 
ro, tern 22 fitas jS que atravessam a membrana. A OmpLA (derivada do PDB 
ID 1QD5), uma fosfolipase, e um barril jS de 12 fitas que existe como dimero 
na membrana. A maltoporina (derivada do PDB ID 1MAL), um transportador 
de maltose, e um trimero, em que cada monomero consiste em 16 fitas p. 
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Lembre que na conformagao /3 as cadeias laterals proje- 
tam-se alternadamente para cima e para baixo da folha 
(ver Figura 4-6). Nas fitas /3 das protemas de membrana, 
cada segundo residue do segmento que atravessa a mem¬ 
brana e hidrofobico e interage com a bicamada lipidica; 
cadeias laterals aromaticas sao comumente encontradas 
na interface lipideo-proteina. Os outros residues podem 
ou nao ser hidrofilicos. 0 grafico de hidropatia nao e util 
na previsao de segmentos transmembrana para protemas 
com motives em barril /3, mas a medida que os dados dos 
motives conhecidos de barril j8 aumentam, a previsao de 
conformagoes j8 transmembrana com base na sequencia 
torna-se factivel. For exemplo, a analise de sequencia 
previu corretamente que algumas protemas da membra¬ 
na externa de bacterias gram-negativas (Figura 11-14) 
contem barris j8. 

Lipideos ligados covalentemente ancoram algumas 
protemas de membrana 

Algumas protemas de membrana contem um ou mais li¬ 
pideos ligados covalentemente, que podem ser de varies 
tipos: acidos graxos de cadeia longa, isoprenoides, este- 
rois ou derivados glicosilados do fosfatidilinositol (GPIs; 
Figura 11-15). 0 lipideo anexado prove uma ancora hi- 
drofobica que se insere na bicamada lipidica e segura a 
proteina na superficie da membrana. A intensidade da in- 


teragao hidrofobica entre a bicamada e a cadeia de hidro- 
carboneto ligada a uma proteina e suficiente apenas para 
ancorar a proteina de forma segura, mas muitas proteinas 
tern mais de uma porgao lipidica ligada. Outras intera- 
goes, como a atragao ionica de residues de Lys carregados 
positivamente nas proteinas e grupos polares carregados 
negativamente nos lipideos, provavelmente contribuem 
para a estabilidade da ligagao. A associagao dessas pro¬ 
teinas ligadas a lipideos com a membrana certamente e 
mais fraca do que a das proteinas integrals de membrana, 
sendo, pelo menos no case da palmitoilagao da cisteina, 
reversivel. 

0 lipideo ligado pode ter um papel mais especifico alem 
de meramente ancorar a proteina a membrana. Na mem¬ 
brana plasmatica, proteinas com ancora de GPI estao exclu- 
sivamente no lado de fora da membrana e ficam agregadas 
em certas regioes, como discutido adiante no capitulo (p. 
399), enquanto outros tipos de proteinas ligadas a lipideos 
(ligadas a grupos farnesil ou geranilgeranil; Figura 11-15) 
estao exclusivamente na face interna. Em celulas epiteliais 
polarizadas (como as celulas epiteliais intestinais; ver Fi¬ 
gura 11-43), nas quais as superficies apicais e basais tern 
papeis diferentes, as proteinas ancoradas por GPI sao dire- 
cionadas especificamente a superficie apical. A ligagao de 
um lipideo especifico a uma proteina de membrana recem- 
-sintetizada tern a fungao de orientar a proteina para sua 
localizagao correta na membrana. 


FIGURA 11-15 Protemas de membrana ligadas a lipideos. Lipideos ligados covalen- 
temente ancoram proteinas de membrana a bicamada lipidica. Um grupo palmitoil apa- 
rece ligado via ligagao tioester a um residuo de Cys. Um grupo A/-miristoil geralmente e 
ligado a um aminoterminal Gly tipico de uma proteina que tambem tenha um segmento 
transmembrana hidrofobico; os grupos farnesil e geranilgeranil ligados a residuos de Cys 
carboxiterminais sao isoprenoides de 15 e 20 carbonos, respectivamente. 0 residuo de 
Cys carboxiterminal e invariavelmente metilado. Ancoras de glicosilfosfatidilinositol (GPI) 
sao derivadas do fosfatidilinositol, no qual o inositol conduz um oligossacarideo peque- 
no covalentemente ligado por meio da fosfoetanolamina ao residuo carboxiterminal de 
uma proteina. Proteinas ancoradas por GPI estao sempre na face extracelular da membrana 
plasmatica. Proteinas de membrana farnesiladas e palmitoiladas sao encontradas na super¬ 
ficie interna da membrana plasmatica, e proteinas miristoiladas possuem dominios tanto 
dentro quanto fora da membrana. 
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RESUMO 11.1 Composi^ao e arquitetura das membranas 

► As membranas biologicas definem limites celulares, divi- 
dem celulas em compartimentos separados, organizam 
sequencias de reagoes complexas e atuam na recepgao 
de sinal e na transformagao de energia. 

► As membranas sao compostas per lipideos e protemas 
em combinagoes variaveis particulares para cada espe- 
cie, tipo celular e organela. A bicamada lipidica e a uni- 
dade estrutural basica. 

► As protemas perifericas de membrana sao frouxamente 
associadas a membrana por interagoes eletrostaticas e 
ligagoes de hidrogenio, on por ancoras lipidicas ligadas 
covalentemente. As protemas integrals associam-se fir- 
memente a membrana por interagoes hidrofobicas entre 
a bicamada lipidica e as suas cadeias laterals de aminoa- 
cidos apolares, que estao orientadas para o exterior da 
molecula proteica. Protemas anfitropicas associam-se 
reversivelmente com a membrana. 

► Muitas protemas de membrana atravessam varias vezes 
a bicamada lipidica, com sequencias hidrofobicas de 
cerca de 20 residues de aminoacidos formando helices 
a transmembrana. Barris j8 de muitas fitas tambem sao 
comuns em proteinas integrals em membrana de bacte- 
rias. Residues de Tyr e Trp de proteinas transmembrana 
sao comumente encontrados na interface lipideo-agua. 

► Os lipideos e as proteinas de membrana sao inseridos 
na bicamada com lateralizagao especifica; portanto, as 
membranas sao estrutural e funcionalmente assime- 
tricas. Glicoproteinas de membranas plasmaticas es¬ 
tao sempre orientadas com o dominie que apresenta 
oligossacarideos na superficie extracelular. 

11.2 Dinamica da membrana 

Uma caracteristica marcante de todas as membranas bio¬ 
logicas e a sua flexibilidade - sua capacidade de mudar de 
forma sem perder sua integridade e gerar vazamento. A 
base dessa propriedade esta nas interagoes nao covalentes 
entre lipideos na bicamada e na mobilidade permitida aos 
lipideos individuais por nao estarem covalentemente anco- 
rados uns aos outros. Agora o foco sera a dinamica da mem¬ 
brana: os movimentos que ocorrem e as estruturas transito- 
rias permitidas por esses movimentos. 

Grupos acil no interior da bicamada estao ordenados em 
graus variaveis 

Embora a estrutura da bicamada lipidica seja estavel, suas 
moleculas individuais de fosfolipideos tern muita liberdade 
de movimento (Figura 11-16), dependendo da tempera- 
tura e da composigao lipidica. Abaixo de temperaturas fi- 
siologicas normals, os lipideos formam um estado liquido 
ordenado (LJ semissolido na bicamada, no qual todos 
os tipos de movimento de moleculas individuais estao for- 
temente limitados; a bicamada e paracristalina (Figura 
ll-16a). Acima de temperaturas fisiologicas, cadeias indi¬ 
viduais de hidrocarbonetos de acidos graxos estao em movi¬ 
mento constante produzido pela rotagao em torno das liga¬ 
goes carbono-carbono das cadeias laterals acil longas e pela 



0 calor produz movimento termico 
das cadeias laterais (transi^ao 

(Lq ^ \-(i ). 



FIGURA 11-16 Dois estados extremos da bicamada lipidica. (a) No 

estado ordenado liquido (LJ, os grupos polares das cabeqas sao arranjados 
uniformemente na superficie, e as cadeias acila quase nao apresentam movi¬ 
mento, estando agrupadas em uma geometria regular, (b) No estado liquido 
desordenado (LJ, ou estado fluido, cadeias acila sofrem muito mais movimen- 
taqao termica e nao apresentam organizaqao regular. 0 estado dos lipideos 
em membranas biologicas e mantido entre esses extremos. 


difusao lateral de moleculas lipidicas individuais no piano 
da bicamada. Esse e o estado liquido desordenado (LJ 

(Figura ll-16b). Na transigao do estado para o estado L^, 
a forma e as dimensoes gerais da bicamada sao mantidas; 
o que muda e o grau de movimento (lateral e rotacional) 
permitido as moleculas lipidicas individuais. 

Em temperaturas na faixa fisiologica para mamiferos 
(cerca de 20 a 40°C), acidos graxos saturados de cadeia 
longa (como 16:0 e 18:0) tendem a agrupar-se em uma fase 
gel Lq, mas as dobras nos acidos graxos insaturados (ver 
Figura 10-2) interferem com o agrupamento, favorecendo 
o estado L^. Grupos acil graxos de cadeias mais curtas tern 
o mesmo efeito. 0 conteudo de esterol de uma membrana 
(que varia muito de acordo com o organismo e a organe¬ 
la; Tabela 11-1) e outro determinante importante do es¬ 
tado do lipideo. Esterois (como o colesterol) apresentam 
efeitos paradoxais na fluidez da bicamada: eles interagem 
com fosfolipideos contendo cadeias acil graxas insaturadas, 
compactando-as e limitando sens movimentos na bicamada. 
A associagao de esterois com esfingolipideos e fosfolipideos 
com cadeias acil graxas saturadas longas tende a fluidifi- 
car a bicamada, que sem o colesterol adotaria o estado L^. 
Em membranas biologicas compostas por uma variedade 
de fosfolipideos e esfingolipideos, o colesterol tende a se 
associar com esfingolipideos e formar regioes no estado 
rodeado por regioes pobres em colesterol no estado (ver 
discussao sobre balsas de membrana a seguir). 
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TABELA11-2 


Composi^ao de acidos graxos de celulas de £ coli cultivadas a diferentes temperaturas 


Porcentagem dos acidos graxos totals* 



lO^C 

20‘>C 

SO^C 

40‘>C 

Acido miristico (14:0) 

4 

4 

4 

8 

Acido paknitico (16:0) 

18 

25 

29 

48 

Acido paknitoleico (16:1) 

26 

24 

23 

9 

Acido oleico (18:1) 

38 

34 

30 

12 

Acido hidroximiristico 

13 

10 

10 

8 

Razao entre insaturados e saturados^ 

2,9 

2,0 

1,6 

0,38 


Fonte: Dados de Marr, A.G. & Ingraham, J.L. (1962) Effect of temperature on the composition of fatty acids m Escherichia coli. J. Bacterial 84, 1260. 

* A composigao exata de acidos graxos depende nao apenas da temperatura de crescimento, mas tambem do estagio de crescimento e da composigao do meio de 
crescimento. 

^Razoes calculadas como porcentagem total de 16:1 mais 18:1 dividido pela porcentagem de 14:0 mais 16:0. 0 acido hidroximiristico foi omitido deste calculo. 


As celulas regulam sua composigao lipidica para conse- 
guir uma fluidez de membrana constante sob varias condi- 
goes de crescimento. Por exemplo, bacterias sintetizam mais 
acidos graxos insaturados e menos saturados quando culti¬ 
vadas em baixas temperaturas quando comparadas aquelas 
cultivadas em temperaturas mais altas (Tabela 11-2). Como 
resultado desse ajustamento na composigao lipidica, mem- 
branas de bacterias cultivadas em altas ou baixas tempera¬ 
turas tern aproximadamente o mesmo grau de fluidez. Isso 
e presumivelmente essencial para a fungao de muitas pro- 
teinas - enzimas, transportadores e receptores - que atuam 
dentro da bicamada lipidica. 

0 movimento de lipideos transbicamada requer catalise 

Em temperaturas fisiologicas, a difusao transbicamada - ou 
movimento de ponta-cabega (flip-flop') - de uma molecula 
lipidica de uma lamina da bicamada para a outra (Figura 
ll-17a) ocorre muito lentamente ou nem ocorre na maio- 
ria das membranas, embora a difusao lateral no piano da 
bicamada seja muito rapida (Figura 11-17b). 0 movimento 
transbicamada requer que um grupo polar ou carregado dei- 
xe seu meio aquoso e mova-se para o interior hidrofobico 
da bicamada, processo com grande variagao de energia livre 
positiva. Ha, entretanto, situagoes em que tal movimento e 
essencial. Por exemplo, no reticulo endoplasmatico (RE), 
glicerofosfolipideos de membrana sao sintetizados na super- 
ficie citosolica, enquanto esfingolipideos sao sintetizados ou 
modificados na superficie luminal. Para sairem de seu local 
de sintese e atingirem seu ponto de deposigao final, esses 
lipideos devem passar por uma difusao de ponta-cabega. 

A disposigao assimetrica de tipos lipidicos na bicamada 
preve a existencia de flipases, flopases e flip-flopases (Fi¬ 
gura 11-17c), que facilitam o movimento de lipideos trans¬ 
bicamada, provendo um caminho que e energeticamente 
mais favoravel e muito mais rapido do que o movimento nao 
catalisado. A combinagao de biossintese assimetrica dos li¬ 
pideos de membrana, difusao flip-flop nao catalisada muito 
lenta e presenga de trasladadores lipidicos dependentes de 
energia pode ser responsavel pela assimetria transbicama¬ 
da na composigao lipidica mostrada na Figura 11-5. Alem 
de contribuir na assimetria da composigao, o transporte de 
lipideos dependente de energia para uma lamina da bica¬ 


mada pode, pela criagao de uma superficie maior em um 
lado da bicamada, ser importante na geragao da curvatura 
da membrana essencial para o brotamento de vesiculas. 

As flipases catalisam o traslado dos ammofosfolipide- 
os fosfatidiletanolamina e fosfatidilserina da lamina extra- 
celular para a citosolica, contribuindo para a distribuigao 


(a) Difusao nao catalisada transbicamada {"flip-flop") 


' muito lenta 
gfg'!.'gAgi . (t,„emdias) 


th'hii' 

'm 

:ui:i;;v4 

Mi. 

ttSi 




(b) Difusao nao catalisada lateral 
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(c) Traslado transbicamada catalisado 
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FIGURA 11-17 Movimento de fosfolipideos isolados na bicama¬ 
da. (a) 0 movimento nao catalisado de uma lamina para a outra e muito 
lento, mas (b) a difusao lateral na lamina e muito rapida, sem precisar de 
catalise. (c) Tres tipos de trasladadores de fosfolipideos na membrana plas- 
matica. PE e a fosfatidiletanolamina; PS e a fosfatidilserina. 
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assimetrica de fosfolipideos: fosfatidiletanolamina e fos- 
fatidilserina principalmente na lamina citosolica, e esfin- 
golipideos e fosfatidilcolina na lamina externa. Manter a 
fosfatidilserina na lamina extracelular e importante: sua ex- 
posigao na superficie celular externa desencadeia apoptose 
(morte celular programada; ver Capitulo 12) e engolfamen- 
to por macrofagos com receptores para fosfatidilserina. Fli- 
pases tambem agem no RE, onde elas movem fosfolipideos 
recem-sintetizados do seu local de sintese na lamina citoso¬ 
lica para a lamina luminal. As flipases consomem aproxima- 
damente um ATP por molecula de fosfolipideo trasladada, 
sendo estrutural e funcionalmente relacionadas as ATPases 
do tipo P (transportadores ativos) descritas na pagina 410. 

Dois outros tipos de atividades de translocagao de lipi- 
deos sao conhecidas, mas menos bem caracterizadas. As flo- 
pases movimentam fosfolipideos da membrana plasmatica 
da lamina citosolica para a extracelular e, assim como as fli¬ 
pases, sao dependentes de ATP. As flopases sao membros da 
familia de transportadores ABC descrita na pagina 413, em 
que todos transportam ativamente substrates hidrofobicos 
para fora atraves da membrana plasmatica. As flip-flopases 
sao proteinas que movem qualquer fosfolipideo da membra¬ 
na atraves da bicamada a favor do gradiente de concentra- 
gao (da lamina com maior concentragao para a lamina com 
menor concentragao); sua atividade nao depende de ATP. 
A atividade da flip-flopase leva a uma distribuigao aleatoria 
controlada da composigao dos grupos polares nas duas faces 
da bicamada. A atividade aumenta muito com o aumento da 
concentragao do Ca^^ citosolico, que pode resultar de ati- 
vagao celular, dano celular, ou apoptose; como comentado 
anteriormente, a exposigao da fosfatidilserina na superficie 
externa sinaliza a celula para apoptose e engolfamento por 
macrofagos. Finalmente, acredita-se que um grupo de pro¬ 
teinas que age principalmente na movimentagao de fosfati- 
dilinositois atraves das bicamadas lipidicas, as proteinas de 
transferencia do fosfatidilinositol, tenha um importante pa- 
pel na sinalizagao lipidica e no trafego de membrana. 

Lipi'deos e proteinas difundem-se lateralmente na 
bicamada 

Moleculas lipidicas individuais podem mover-se lateralmen¬ 
te no piano da membrana trocando de lugar com suas mo¬ 
leculas lipidicas vizinhas. Isto e, elas possuem movimento 
browniano dentro da bicamada (Figura 11-17b), que pode 
ser muito rapido. Uma molecula na lamina externa da mem¬ 
brana plasmatica de eritrocito, por exemplo, pode difundir- 


FIGURA 11-18 Medida da velocidade de difusao lateral de lipi'deos 
pela recupera^ao da fluorescencia apos fotodescolora^ao (FRAP). Os 

lipideos na lamina externa da membrana plasmatica sao marcados pela rea- 
pao com uma sonda impermeante a membrana (em vermelho), de modo 
que a superficie e identificada uniformemente quando vista sob um mi- 
croscopio de fluorescencia. Uma area pequena e descorada pela irradiapao 
com um feixe de laser intense e torna-se nao fluorescente. Com o passar 
do tempo, moleculas lipidicas marcadas difundem-se para a regiao desco¬ 
rada, que se torna entao novamente fluorescente. Os pesquisadores podem 
acompanhar o curso temporal do retorno da fluorescencia e determinar um 
coeficiente de difusao para o lipideo marcado. As velocidades de difusao sao 
geralmente altas; um lipideo que se move com essa velocidade poderia cir- 
cunavegar uma celula de E. coll em um segundo. (0 metodo FRAP tambem 
pode ser usado para medir a difusao lateral de proteinas de membrana.) 


-se lateralmente de forma tao rapida que ela circunavega o 
eritrocito em segundos. Essa difusao lateral rapida no piano 
da bicamada tende a tornar aleatorias as posigoes das mole¬ 
culas individuais em poucos segundos. 

A difusao lateral pode ser mostrada experimentalmente 
ao se anexar sondas fluorescentes aos grupos polares dos 
lipideos e usando microscopia de fluorescencia para acom¬ 
panhar as sondas no decorrer do tempo (Figura 11-18). 
Em uma das tecnicas, uma pequena regiao (5 jirm^) de uma 
superficie celular com lipideos marcados por fluorescencia 
e descorada por uma intensa radiagao, de forma que o pe- 
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dago irradiado nao fluoresga mais quando visto com uma luz 
menos intensa no microscdpio de fluorescencia. Entretanto, 
dentro de milissegundos, a regiao recupera sua fluorescen¬ 
cia na medida em que moleculas lipidicas nao descoradas 
difundem-se para a parte descorada e as moleculas lipidicas 
descoradas difundem-se e afastam-se dali. A velocidade de 
recuperagao da fluorescencia apos a/otodescoloragao, on 
FRAP (^de fluorescence recovery after photohleachingf 
e uma medida da velocidade de difusao lateral dos lipideos. 
Usando a tecnica de FRAP, pesquisadores mostraram que 
alguns lipideos de membrana difundem-se lateralmente em 
velocidades de ate 1 jam/s. 

Outra tecnica, o rastreamento de particula unica, permi- 
te acompanhar o movimento de uma unica molecula lipidi- 
ca na membrana plasmatica em uma escala de tempo muito 
menor. Resultados desses estudos confirmam uma difusao 
lateral rapida em pequenas regioes nao conectadas da su- 
perficie celular e mostram que o movimento dessa regiao 
para uma regiao proxima (difusao por “salto”) e inibido; 
lipideos de membrana comportam-se como se estivessem 
encurralados por cercas, que eles podem ocasionalmente 
atravessar por difusao (Figura 11-19). 

Muitas proteinas de membrana movem-se como se flu- 
tuassem em um mar de lipideos. Assim como os lipideos de 
membrana, essas proteinas estao livres para se difundirem 
lateralmente no piano da bicamada e estao em constante 
movimento, como mostrado pela tecnica de FRAP em pro¬ 
teinas de superficie identificadas por fluorescencia. Algumas 
proteinas de membrana se associam e formam grandes agre- 
gados (regioes) na superficie da celula on da organela, nos 
quais moleculas proteicas nao se movem em relagao umas as 
outras; por exemplo, receptores de acetilcolina formam re- 



FIGURA 11-19 Difusao de moleculas lipidicas individuals. 0 movi- 
mento em uma superficie celular de uma unica molecula lipidica marcada 
com fluorescencia e registrado em video por microscopia de fluorescencia, 
com uma resolupao temporal de 25 ijls (equivalente a 40.000 quadros/s). A 
trajetoria mostrada aqui representa uma molecula acompanhada durante 
56 ms (2.250 quadros); a trilha inicia na area roxa e continua pela azul, verde 
e cor de laranja. 0 padrao de movimento indica uma difusao rapida em uma 
regiao confinada (com aproximadamente 250 nm de diametro, mostrado 
em uma unica cor), com saltos ocasionais para uma regiao adjacente. Essa 
observapao sugere que os lipideos estejam encurralados por cercas molecu- 
lares, que eles podem pular ocasionalmente. 
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FIGURA 11-20 Movimento restrito do trocador de cloreto-bicarbonato 
e da glicoforina do eritrocito. As proteinas atravessam a membrana e sao 
amarradas a espectrina, uma proteina do citoesqueleto, por outra proteina, a 
anquirina, limitando sua mobilidade lateral. A anquirina esta ancorada na mem¬ 
brana por uma cadeia lateral pamitoil, ligada covalentemente a proteina (ver Fi¬ 
gura 11 -15). A espectrina, uma proteina filamentosa longa, e unida por ligapao 
cruzada a complexos juncionais contendo actina. Uma rede de moleculas de 
espectrina, em ligapao cruzada, associada a face citosplasmatica da membrana 
plasmatica, estabiliza a membrana, tornando-a resistente a deformapao. Essa 
rede de proteinas de membrana ancoradas pode formar o'turrar'sugerido no 
experimento mostrado na Figura 11-19; as trajetorias lipidicas mostradas aqui 
estao confinadas a diferentes regioes definidas pelas proteinas de membrana 
amarradas. Ocasionalmente, a molecula lipidica (trajetoria verde) salta de um 
curral para outro (trajetoria azul) e depois para outro (trajetoria vermelha). 


gioes densas, quase cristalinas nas membranas plasmaticas 
neuronals em sinapses. Outras proteinas de membrana sao 
ancoradas as estruturas internas para impedir sua difusao 
livre. Na membrana de eritrocito, tanto a glicoforina quanto 
0 trocador cloreto-bicarbonato (p. 407) sao ligados a espec¬ 
trina, uma proteina filamentosa do citoesqueleto (Figura 
11 - 20 ). Uma possivel explicagao para o padrao de difusao 
lateral das moleculas lipidicas mostrado na Figura 11-19 e 
que as proteinas de membrana imobilizadas pelas suas as- 
sociagoes com a espectrina formam “cercas” que definem as 
regioes de movimento lipidico relativamente irrestrito. 

Esfingolipideos e colesterol agrupam-se em balsas de 
membrana 

Foi constatado que a difusao de lipideos de membrana de 
uma lamina da bicamada para a outra e muito lent a, a me¬ 
nos que seja catalisada, e que diferentes especies lipidicas 
da membrana plasmatica sao assimetricamente distribui- 
das nas duas laminas da bicamada (Figura 11-5). Mesmo 
em uma unica lamina da membrana, a distribuigao lipidica 
nao e uniforme. Os glicoesfingolipideos (cerebrosideos e 
gangliosideos), que geralmente contem cadeias longas de 
acidos graxos saturados, formam agregados transitorios na 
lamina externa que excluem glicerofosfolipideos, que, por 
sua vez, normalmente contem um grupo acil graxo insatu- 
rado e um grupo acil saturado menor. Os grupos acil satu¬ 
rados longos de esfingolipideos podem formar associagoes 
mais estaveis e compactas com o sistema de aneis longo do 
colesterol do que as cadeias mais curtas e geralmente in- 
saturadas de fosfolipideos. Os microdommios colesterol- 
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Balsa, enriquecida com 
esfingolipideos, colesterol 



FIGURA 11-21 Microdommios na membrana (balsas). Associagoes 
estaveis de esfingolipideos e colesterol na lamina externa produzem urn 
microdominio, levemente mais espesso do que em outras regioes da mem¬ 
brana, que e enriquecido com tipos especificos de proteinas de membrana. 
Proteinas ancoradas por GPI sao salientes na lamina externa dessas balsas, 
e proteinas com urn ou varios desses grupos acil de cadeia longa ligados 
covalentemente sao comuns na lamina interna. Balsas curvadas para dentro, 
chamadas caveolas, sao especialmente enriquecidas com a proteina caveo- 
lina (ver Figura 11 -22). Proteinas ligadas com o grupo prenil (como a Ras; ver 
Quadro 12-2) tendem a ser excluidas das balsas. 

-esfingolipideos na monocamada externa da membrana 
plasmatica sao levemente mais espessos e mais ordenados 
(menos fluidos) do que os microdommios vizinhos ricos em 
fosfolipideos, sendo mais dificeis de serem dissoMdos com 
detergentes nao ionicos; eles comportam-se como balsas 
de esfingolipideos liquidos ordenados a deriva em um ocea- 
no de fosfolipideos liquidos desordenados (Figura 11-21). 

Essas balsas lipidicas sao notavelmente enriquecidas em 
duas classes de proteinas integrals de membrana: aquelas an¬ 
coradas a membrana por duas cadeias longas de acidos graxos 
saturados ligados covalentemente por residuos de Cys (dois 
grupos palmitoil ou um grupo palmitoil e um grupo miristoil) 
e proteinas ancoradas por GPI (Figura 11-15). Presumi- 
velmente, essas ancoras lipidicas, assim como as cadeias acil 
longas e saturadas dos esfingolipideos, formam associagoes 
mais estaveis com o colesterol e com os longos grupos acil em 
balsas do que com os fosfolipideos vizinhos. (E notavel que 
outras proteinas ligadas a lipideos, aquelas com grupos iso- 
prenil ligados covalentemente, como o farnesil, ndo estejam 
preferencialmente associadas com a lamina externa das bal¬ 
sas de esfingolipideos/colesterol [Figura 11-21].) Os dominios 
“balsa” e “mar” da membrana plasmatica nao sao rigidamente 
separados; as proteinas de membrana podem mover-se para 
dentro e para fora das balsas lipidicas em uma escala de tem¬ 
po de segundos. Contudo, em uma escala de tempo menor 
(microssegundos), mais relevante para muitos processos bio- 
quimicos mediados pela membrana, muitas dessas proteinas 
residem principalmente em uma balsa. 

E possivel estimar a fragao da superficie celular ocu- 
pada por balsas pela fragao da membrana plasmatica que 
resiste a solubilizagao por detergente, fragao que pode al- 
cangar ate 50% em alguns cases: as balsas cobrem metade 
do oceano. Medidas indiretas em fibroblastos em cultura 
sugerem um diametro aproximado de 50 nm para uma balsa 


individual, que corresponde a uma regiao contendo alguns 
milhares de esfingolipideos e talvez 10 a 50 proteinas de 
membrana. Como a maioria das celulas expressa mais do 
que 50 tipos diferentes de proteinas plasmaticas, e provavel 
que uma unica balsa contenha apenas um subconjunto de 
proteinas de membrana e que essa segregagao de proteinas 
de membrana seja significativa do ponto de vista funcional. 
Para um processo que envolve a interagao de duas protei¬ 
nas de membrana, a presenga delas em uma unica balsa au- 
mentaria muito a probabilidade de colisao. Alguns recepto- 
res de membrana e proteinas de sinalizagao, por exemplo, 
parecem estar juntos em balsas de membrana. Experimen- 
tos mostram que a sinalizagao por essas proteinas pode ser 
interrompida por manipulagoes que removem o colesterol 
da membrana plasmatica e destroem as balsas lipidicas. 

A caveolina e uma proteina integral de membrana com 
dois dominios globulares conectados por um dominio hidro- 
fobico em forma de grampo de cabelo, que liga a proteina 
a lamina citoplasmatica da membrana plasmatica. Tres gru¬ 
pos palmitoil ligados ao dominio globular carboxiterminal 
posteriormente ancoram-na a membrana. A caveolina (na 
realidade, uma familia de caveolinas relacionadas) forma di- 
meros e associa-se a regioes enriquecidas com colesterol na 
membrana, e a presenga de dimeros de caveolina forga a bi- 
camada lipidica associada a se curvar para dentro, formando 
caveolas (“pequenas cavernas”) na superficie da celula (Fi¬ 
gura 11-22). As caveolas sao balsas incomuns: elas envol- 
vem as duas laminas da bicamada - a lamina citoplasmatica, 
a partir da qual o dominio globular da caveolina se projeta, e 
a lamina extracelular, uma balsa de esfingolipideo/colesterol 
tipica associada com proteinas ancoradas por GPI. As caveo¬ 
las estao envolvidas com vmas fungoes celulares, incluindo 
0 trafego de membrana no interior celular e a transdugao de 
sinais externos em respostas celulares. Os receptores para a 
insulina e outros fatores de crescimento, assim como certas 
proteinas ligadas ao GPI, e proteinas-cinases associadas a si¬ 
nalizagao transmembrana, parecem estar localizados em bal¬ 
sas e talvez em caveolas. Serao discutidos alguns possiveis 
papeis das balsas em sinalizagao no Capitulo 12. 

A curvatura da membrana e a fusao sao fundamentals 
para muitos processos biologicos 

A caveolina nao e unica em sua capacidade de induzir cur¬ 
vatura em membranas. Mudangas de curvatura sao fun- 
damentais para uma das mais notaveis caracteristicas das 
membranas biologicas: a capacidade de se fundir com ou¬ 
tras membranas sem perder suas continuidades. Embora as 
membranas sejam estaveis, elas nao sao estaticas. Dentro do 
sistema de endomembranas eucarioticas (que inclui a mem¬ 
brana nuclear, o reticulo endoplasmatico, o aparelho de Gol¬ 
gi e varias vesiculas pequenas), os compartimentos mem- 
branosos se reorganizam constantemente. Vesiculas brotam 
do RE para carregar lipideos e proteinas recem-sintetizados 
para organelas e para a membrana plasmatica. Exocitose, 
endocitose, divisao celular, fusao do ovulo com espermato- 
zoide e entrada de virus envolto por membrana na sua celu¬ 
la hospedeira envolvem a reorganizagao de membrana, na 
qual a operagao fundamental e a fusao de dois segmentos 
de membrana sem perda de continuidade (Figura 11-23). 
A maioria desses processos comega com um aumento local 
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(a) 



(b) Membrana 

plasmatica Fora 

Dentro 



FIGURA11-22 A caveolina for^a a curvatura da membrana para den¬ 
tro. Caveolas sao pequenas invaginaqoes na membrana plasmatica, como 
aparece em (a) uma micrografia eletronica de urn adipocito identificado na 
superficie com urn marcador eletrodenso. (b) Desenho mostrando a locali- 
zagao e o papel da caveolina em causar a curvatura da membrana para den¬ 
tro. Cada monomero de caveolina possui um dominio hidrofobico central e 
tres grupos acil de cadeia longa (em vermelho), que seguram a molecula no 
interior da membrana plasmatica. Quando varies dimeros de caveolina sao 
concentrados em uma pequena regiao (uma balsa), eles forgam a curvatura 
na bicamada lipidica, formando a caveola. Moleculas de colesterol na bica- 
mada sao mostradas em cor de laranja. 


na curvatura da membrana. Uma protema que e intrinseca- 
mente curva pode forgar a curvatura da bicamada ao ligar- 
-se nela (Figura 11-24); a energia de ligagao prove uma 
forga impulsora para aumentar a curvatura da bicamada. De 
forma alternativa, multiplas subunidades de uma protema 
de suporte podem ser montadas em complexes supramo- 
leculares curves e estabilizar curvas que espontaneamente 
se formam na bicamada. For exemplo, uma superfamilia de 
proteinas contendo dommios BAR (que ganharam esse 
nome devido aos tres primeiros membros da familia a serem 
identificados: BlNl, anfifisina ei^VS167) podem agrupar-se 
de forma crescente adquirindo o formate de um andaime, 
que se liga a superficie da membrana, forgando ou favore- 
cendo a curvatura da membrana. Dommios BAR consistem 



FIGURA 11-23 Fusao de membrana. A fusao de duas membranas e fun¬ 
damental em uma grande variedade de processes celulares envolvendo or- 
ganelas e a membrana plasmatica. 

em espirais enroladas que formam dimeros curves longos e 
fines com uma superficie concava carregada positivamente 
que tende a formar interagoes ionicas com os grupos polares 
carregados negativamente das cabegas dos fosfolipideos de 
membrana (Figura 11-24). Algumas dessas proteinas BAR 
tambem tern uma regiao helicoidal que se insere em uma la¬ 
mina da bicamada, expandindo sua area em relagao a outra 
lamina, forgando a curvatura. 

A fusao especifica de duas membranas requer que: (1) 
elas se reconhegam mutuamente; (2) as suas superficies 
tornem-se justapostas, o que requer a remogao de molecu¬ 
las de agua normalmente associadas aos grupos polares das 
cabegas dos lipideos; (3) as estruturas das suas bicamadas 
sejam localmente rompidas, resultando em fusao da lamina 
externa de cada membrana (hemifusao); e (4) suas bicama¬ 
das fundam-se para formar uma bicamada continua unica. 
A fusao que ocorre na endocitose mediada por receptor, ou 
secregao regulada, tambem requer que (5) o processo seja 
desencadeado em tempo adequado ou em resposta a um si- 
nal especifico. Proteinas integrals chamadas de proteinas 
de fusao medeiam esses eventos, proporcionando reco- 
nhecimento especifico e uma distorgao local transitoria da 
estrutura da bicamada que favorece a fusao de membrana. 
(Observe que essas proteinas de fusao nao tern relagao com 
os produtos codificados por dois genes fusionados, tambem 
chamados de proteinas de fusao, discutidos no Capitulo 9.) 

Um exemplo bem estudado de fusao de membrana e 
o que ocorre nas sinapses, quando vesiculas intracelula- 
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(a) 



concava interage conn os grupos polares 
carregados negativamente das cabe^as 
dos fosfolipideos, favorecendo a 


curvatura da bicamada. 
(b) 



Proteina com uma ou varias helices 
anfipaticas inseridas em uma lamina da 
bicamada aglomera os lipideos daquele 
lado, for^ando a membrana a curvar-se. 


Citosol 



Vesicula preenchida com 
neurotransmissor aproxima-se 
da membrana plasmatica. 

Moleculas do neurotransmissor 

v-SNARE 

t-SNARE 


Membrana plasmatica 


SNAP25 


J V 


v-SNARE e t-SNARE ligam-se uma a 
outra, fechando em ziper a partir da 
extremidade aminoterminal e 
aproximando as membranas. 


0 fechamento em ziper causa 
curvatura e tensao lateral nas 
bicamadas, favorecendo a hemifusao 
entre as laminas externas. 





FIGURA11-24 Tres modelos de curvatura de membrana induzida por 
protema. 

res carregadas com neurotransmissores se fundem com a 
membrana plasmatica. Esse processo envolve uma familia 
de proteinas chamadas de SNARE (receptores de SNAP, 
de SNAP Receptors) (Figura 11-25). As SNARE da face 
citoplasmatica das vesiculas sao chamadas de v-SNARE; 
aquelas da membrana-alvo com a qual a vesicula se fun- 
de (a membrana plasmatica, durante a exocitose) sao as 
t-SNARE. Duas outras proteinas, a protema de fusao sen- 
sivel a A^-etilmaleimida (NSF, de NEM-sensitive fusion) e 
a protema de ligagao a NSF soluvel 25 (SNAP25, de Soluble 
NSF Attachment protein 25), tambem estao envoMdas. 
Durante a fusao, a v-SNARE e a t-SNARE se ligam uma a 
outra e sofrem uma mudanga estrutural que produz um 
feixe de bastonetes longos e finos feitos de helices de am- 
bas as SNARE e de duas helices de SNAP25 (Figura 11-25). 
As duas SNARE inicialmente interagem em suas extremida- 
des, e entao fecham em ziper em um feixe de helices. Essa 


Hemifusao: as laminas externas de 
ambas as membranas entram 
em contato. 


1 


A fusao completa cria um poro de 
fusao. 


O poro se alarga; o conteudo da 
vesicula e liberado para fora da 
celula. 



FIGURA 11-25 Fusao da membrana durante a libera^ao de neuro¬ 
transmissor na sinapse. A membrana da vesicula secretora contem a 
sinaptobrevina v-SNARE (em vermelho). A membrana-alvo (plasmatica) con¬ 
tem a sintaxina t-SNARE (em azul) e SNAP25 (em roxo). Quando um aumento 
local de [Ca^^] sinaliza liberapao do neurotransmissor, v-SNARE, SNAP25 e 
t-SNARE interagem, formando um feixe enrolado de quatro helices a, apro¬ 
ximando as duas membranas e rompendo localmente a bicamada. Isso leva 
primeiro a hemifusao, unindo as monocamadas externas das duas membra¬ 
nas, para entao completar a fusao da membrana e liberar o neurotransmis¬ 
sor. 0 NSE (fator A/-etilmaleimida sensivel a fusao) atua na desmontagem do 
complexo SNARE quando a fusao e completa. 
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mudanga estmtural faz as duas membranas entrarem em 
contato e inicia a fusao de suas bicamadas lipidicas. 

0 complexo de SNARE e SNAP25 e o alvo da poderosa 
toxina Clostridium hotulinum, protease que cliva ligagoes 
especificas nessas protemas, impedindo a neurotransmis- 
sao e causando a morte do organismo. Devido a sua alta 
especificidade para essas protemas, a toxina botulmica pu- 
rificada tern servido como poderosa ferramenta para o deta- 
Ihamento do mecanismo de liberagao de neurotransmissor 
in vivo e in vitro. 

Protemas integrals da membrana plasmatica estao 
envolvidas na adesao de superficie, na sinaliza^ao e em 
outros processes celulares 

Varias familias de protemas integrals na membrana plasma¬ 
tica proveem pontos especificos de ligagao entre celulas, on 
entre a celula e as protemas da matriz extracelular. As inte- 
grinas sao protemas de adesao a superficie que controlam 
a interagao da celula com a matriz extracelular e com ou- 
tras celulas, incluindo alguns patogenos. Integrinas tambem 
carregam sinais em ambos os sentidos atraves da membra¬ 
na plasmatica, integrando informagao sobre os meios extra 
e intracelular. Todas as integrinas sao protemas heterodi- 
mericas compostas por duas subunidades distintas, a e j8, 
cada uma ancorada a membrana plasmatica por uma unica 
helice transmembrana. Os grandes dominios extracelulares 
das subunidades a e /B combinam-se para formar um sitio 
de ligagao especifico para protemas extracelulares, como 
o colageno e a fibronectina, que contem um determinan- 
te comum de ligagao a integrina, a sequencia Arg-Gly-Asp 
(RGB). As fungoes de sinalizagao das integrinas serao dis- 
cutidas em mais detalhes no Capitulo 12 (p. 470). 

Outras protemas da membrana plasmatica envolvidas 
na adesao a superficie sao as caderinas, que sofrem intera- 
goes homofilicas (“do mesmo tipo”) com caderinas identi- 
cas em uma celula adjacente. As selectinas tern dominios 
extracelulares que, na presenga de Ca^^, ligam polissacari- 
deos especificos a superficie de uma celula adjacente. As 
selectinas estao presentes principalmente em varies tipos 
de celulas sanguineas e nas celulas endoteliais que reves- 
tem os vasos sanguineos (ver Figura 7-32). Elas sao parte 
essencial do processo de coagulagao sanguinea. 

Proteinas integrals de membrana participam em muitos 
outros processes celulares. Servem de transportadores e ca¬ 
nals ionicos (discutido na Segao 11.3) e de receptores para 
hormonios, neurotransmissores e fatores de crescimento 
(Capitulo 12). Sao fundamentals para a fosforilagao oxidativa 
e a fotofosforilagao (Capitulo 19), assim como o recouheci- 
meuto celula-celula e celula-autigeuo no sistema imune (Ca¬ 
pitulo 5). Proteinas integrals tern papeis importantes na fusao 
de membranas que acompauha a exocitose, a eudocitose e a 
eutrada de muitos tipos de virus nas celulas hospedeiras. 

RESUM011.2 Dinamica da membrana 

► Os lipideos das membranas biologicas podem existir em 
estados liquido ordenado ou liquido desordenado; neste 
ultimo case, o movimento termico das cadeias acil torna 
o interior da bicamada fluido. A fluidez e afetada pela 


temperatura, composigao de acidos graxos e conteudo 
de esteroides. 

► A difusao de ponta-cabega {flip-flop^ de lipideos entre 
as laminas interna e externa da membrana e muito len- 
ta, exceto quando especificamente catalisada por flipa- 
ses, flopases ou flip-flopases. 

► Os lipideos e as proteinas podem difundir-se lateral- 
mente no piano da membrana, mas essa mobilidade e 
limitada por interagoes das proteinas de membrana com 
estruturas do citoesqueleto e interagoes dos lipideos 
com balsas lipidicas. Uma classe de balsas lipidicas con- 
siste em esfingolipideos e colesterol com um conjunto 
de proteinas de membrana ligadas ao CPI ou a varias 
porgoes de acil graxos de cadeia longa. 

► A caveolina e uma proteina integral de membrana que 
se associa com a lamina interna da membrana plasma¬ 
tica, forgando-a a curvar-se para dentro e formar uma 
caveola, provavelmente envolvida com transporte de 
membrana e sinalizagao. 

► Proteinas especificas contendo dominios BAR causam 
curvaturas locals na membrana e controlam a fusao de 
duas membranas, que acompanha processes como a en- 
docitose, a exocitose e a invasao viral. 

► As integrinas sao proteinas transmembrana da membra¬ 
na plasmatica que agem tanto para ligar as celulas entre 
si, quanto para conduzir mensagens entre a matriz ex¬ 
tracelular e o citoplasma. 

11.3 Transporte de solutos atraves da membrana 

Toda celula viva deve obter materials brutos de sen ambien- 
te para a biossintese e a produgao de energia, devendo li- 
berar os produtos de sen metabolismo para o meio. Alguns 
compostos apolares podem dissolver-se na bicamada lipidi- 
ca e atravessar a membrana sem auxilio, mas, para o movi¬ 
mento transmembrana de qualquer composto polar ou ion, 
uma proteina de membrana e essencial. Em alguns casos, 
a proteina de membrana simplesmente facilita a difusao 
do soluto a favor de sen gradiente de concentragao, mas o 
transporte tambem pode ocorrer contra um gradiente de 
concentragao, de carga eletrica, ou ambos, e nesse caso o 
processo requer energia (Figura 11-26). A energia pode 
vir diretamente da hidrolise de ATP ou pode ser suprida na 
forma de um soluto movendo-se a favor de sen gradiente 
eletroquimico, que prove energia suficiente para conduzir 
outro soluto contra o sen gradiente. Os ions tambem podem 
se mover atraves da membrana via canals ionicos formados 
por proteinas, ou eles podem ser transportados por iono- 
foros, moleculas pequenas que mascaram a carga dos ions 
e os permitem difundir atraves da bicamada lipidica. Com 
poucas excegoes, o trafego de pequenas moleculas atraves 
da membrana plasmatica e mediado por proteinas como 
canals transmembrana, carreadores ou bombas. Dentro da 
celula eucariotica, diferentes compartimentos tern diferen- 
tes concentragoes de ions e de intermediarios e produtos 
metabolicos, que tambem devem atravessar membranas 
intracelulares em processes mediados por proteinas e alta- 
mente regulados. 
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Difusao simples 
(apenas compostos 
apolares, a favor do 
gradiente de 
concentragao) 

Sfora 


Difusao facilitada 
(a favor do gradiente 
eletroquimico) 

^fora 


lono 


Transporte ionico 
mediado por 
ionoforo (a favor do 
gradiente 
eletroquimico) 



Transporte ativo 
primario (contra 
o gradiente 
eletroquimico, 
impulsionado 
por ATP) 

Sfora 


o Ion 


Canal ionico (a favor 
do gradiente 
eletroquimico; pode 
ser aberto por urn 
ligante ou urn ion) 


Transporte ativo 
secundario (contra 
o gradiente 
eletroquimico, 
impulsionado pelo 
movimento ionico a 
favor de seu gradiente) 


FIGURA11-26 Resumodostiposdetransportadores. Algunstipos (io- 
noforos, canais ionicos e transportadores passives) simplesmente aceleram o 
movimento do soluto atraves da membrana a favor de seu gradiente eletro¬ 
quimico, enquanto outros (transportadores ativos) podem bombear solutes 
contra o gradiente, usando o ATP ou o gradiente de urn soluto secundario 
para proverenergia. 


0 transporte passive e facilitado por protemas de 
membrana 

Quando dois compartimentos aquosos contendo concentra- 
goes desiguais de um composto soluvel ou ion sao separados 
por uma divisoria permeavel (membrana), o soluto se move 
por difusao simples da regiao de maior concentragao, 
atraves da membrana, para a regiao de menor concentra- 


gao, ate que os dois compartimentos tenham concentragoes 
iguais de soluto (Figura ll-27a). Quando ions de cargas 
opostas sao separados por uma membrana permeavel, exis- 
te um gradiente eletrico transmembrana, um potencial de 
membrana, (expresso em milivolts). Esse potencial de 
membrana produz uma forga que se opoe ao movimento de 
ions, que aumenta o 1^^, e que impulsiona o movimento de 
ions, que reduz o (Figura 11-27b). Assim, a diregao na 
qual solutos carregados tendem a se mover espontanea- 
mente atraves da membrana depende tanto do gradiente 
quimico (a diferenga na concentragao de soluto) quanto do 
gradiente eletrico (14,) atraves da membrana. Juntos, esses 
dois fatores sao chamados de gradiente eletroquimico 
ou potencial eletroquimico. Esse comportamento de so¬ 
lutos esta de acordo com a segunda lei da termodinamica: 
moleculas tendem a assumir espontaneamente a distribui- 
gao de maior aleatoriedade e mais baixa energia. 

Para atravessar a bicamada lipidica, um soluto polar ou 
carregado deve primeiro abandonar as interagoes com as 
moleculas de agua da sua camada de hidratagao, e entao 
difundir-se por cerca de 3 nm (30 A) por uma substancia 
(lipideo) em que e muito pouco soluvel (Figura 11-28). 
A energia usada para livrar-se da camada de hidratagao e 
para mover o composto polar da agua para o lipideo, e de- 
pois atraves da bicamada lipidica, e recuperada a medida 
que o composto deixa a membrana do outro lado e e rei- 
dratado. Entretanto, o estagio intermediario da passagem 
transmembrana e um estado de alta energia comparavel ao 
estado de transigao em uma reagao quimica catalisada por 
enzima. Em ambos os casos, uma barreira de ativagao deve 
ser superada para alcangar o estagio intermediario (Figura 
11-28; compare com a Figura 6-3). A energia de ativagao 
(AG para o traslado de um soluto polar atraves da bica¬ 
mada e tao grande que bicamadas lipidicas puras sao prati- 
camente impermeaveis a especies polares e carregadas no 
periodo relevante para o crescimento e a divisao celular. 

Proteinas de membrana reduzem a energia de ativagao 
para o transporte de compostos polares e ions ao prover 
um caminho alternativo para solutos especificos atraves da 
membrana. Proteinas que promovem essa difusao facili- 
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FIGURA 11-27 Movimento de solutos atraves de uma membrana 
permeavel. (a) 0 movimento efetivo de um soluto eletricamente neutro 
e dirigido para o lado de menor concentragao de soluto ate o equilibrio 
ser alcangado. As concentragoes de soluto nos lados esquerdo e direito da 
membrana sao designadas por Q e C 2 . A taxa de movimento de solutos 


transmembrana (indicada pelas setas) e proporcional a razao entre as con¬ 
centragoes. (b) 0 movimento efetivo de um soluto carregado eletricamente 
e determinado pela combinagao do potencial eletrico (l/J e pela razao entre 
as concentragoes quimicas (C 2 /C) atraves da membrana; o movimento ioni¬ 
co resultante continue ate o potencial eletroquimico chegar a zero. 
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FIGURA 11-28 Varia^ao de energia que acompanha a passagem de 
um soluto hidrofflico atraves da bicamada lipfdica de uma membra- 
na biologica. (a) Na difusao simples, a remopao da camada de hidratapao 
e altamente endergonica, e a energia de ativapao (AG^) para difusao atraves 
da bicamada e muito alta. (b) Uma proteina transportadora reduz o AG* para 
a difusao transmembrana do soluto. Isso ocorre pela formapao de interapoes 
nao covalentes com o soluto desidratado, pela substituipao das ligapoes de 
hidrogenio com agua e pelo estabelecimento de uma via hidrofilica trans¬ 
membrana. 

tada, ou transporte passive, nao sao enzimas no sentido 
comum; os sens “substratos” sao deslocados de um compar- 
timento para outro, mas nao sao quimicamente alterados. 
Protemas de membrana que aceleram o movimento do solu¬ 
to atraves da membrana pela difusao facilitada sao chama- 
das de transportadores ou permeases. 

Assim como as enzimas, os transportadores ligam-se 
aos seus substrates com especificidade estereoqmmica 
por meio de multiplas interagoes fracas nao covalentes. A 
variagao de energia livre negativa associada a essas intera- 
goes fracas, contrabalanga a variagao de energia 

livre positiva que acompanha a perda de agua de hidra- 
tagao do substrate, diminuindo o AG"^ para a 

passagem transmembrana (Figura 11-28). Os transporta¬ 
dores atravessam varias vezes a bicamada lipidica, forman- 
do uma via transmembrana revestida com cadeias laterais 
de aminoacidos hidrofilicos. As vias proporcionam uma 
rota alternativa para um substrate especifico mover-se 
atraves da bicamada lipidica sem precisar dissolver-se na 
bicamada, reduzindo o AG"^ para a difusao transmembrana. 
0 resultado e um aumento de varias a muitas ordens de 
magnitude na velocidade de passagem transmembrana do 
substrate. 


Transportadores e canals ionicos sao fundamentalmente 
diferentes 

Sabe-se a partir de estudos genomicos que os transporta¬ 
dores constituem uma fragao significativa entre todas as 
protemas codificadas em genomas de organismos tanto 
simples quanto complexes. E provavel que existam alguns 
milhares, ou mais, de diferentes genes no genoma humane 
codificando protemas que permitem que moleculas e ions 
atravessem a membrana. Essas protemas pertencem a duas 
categorias muito amplas: transportadores e canais (Figu¬ 
ra 11-29). Os transportadores de moleculas e ions ligam 
seus substrates com uma especificidade muito alta, cata- 
lisam transporte a velocidades bem abaixo dos limites da 
difusao livre e sao saturaveis no mesmo sentido que as en¬ 
zimas: existe uma determinada concentragao de substrate 
aclma da qual um posterior aumento nao aumentara a velo¬ 
cidade de transporte. Os canais em geral permitem movi¬ 
mento transmembrana de ions em velocidades com ordens 
de magnitude maiores do que aquela tipica dos transporta¬ 
dores, velocidades que se aproximam ao limite da difusao 
livre (dezenas de milhoes de ions por segundo por canal). 
Os canais mostram geralmente alguma especificidade para 
um ion, mas nao sao saturaveis pelo ion, ao contrario da 
cinetica de saturagao vista em transportadores. A diregao 
do movimento do ion por um canal ionico e determinada 

(a) Canal ionico: portao unico 





FIGURA 11-29 Diferen^as entre canais e transportadores. (a) Em um 

canal ionico, um poro transmembrana esta aberto ou fechado, dependendo 
da posipao do unico portao. Quando ele estiver aberto, ions passam atraves 
dele com uma velocidade limitada apenas pela taxa de difusao maxima do 
equilibrio. (b) Transportadores (bombas) possuem dois portoes, que nun- 
ca estao abertos ao mesmo tempo. 0 movimento de um substrate (um ion 
ou uma pequena molecula) atraves da membrana e portanto limitado pelo 
tempo necessario para um portao abrir e fechar (em um lado da membra¬ 
na) e para o segundo portao abrir. A velocidade de movimento atraves dos 
canais ionicos pode ter ordens de magnitude acima da velocidade de mo¬ 
vimento atraves das bombas, porem os canais permitem o fluxo dos ions 
apenas a favor de seus gradientes eletroquimicos, enquanto bombas podem 
mover substrates contra o seu gradiente de concentragao. 
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pela carga do ion e pelo gradiente eletroqmmico atraves da 
membrana. Dentro de cada uma dessas categorias estao as 
familias de varios tipos, definidas nao apenas pelas suas se- 
quencias primarias, mas pelas suas estmturas secundarias. 
Entre os transportadores, alguns simplesmente facilitam a 
difusao a favor do gradiente de concentragao; eles sao os 
transportadores passivos. Transportadores ativos po- 
dem conduzir substratos atraves da membrana contra um 
gradiente de concentragao, alguns usando energia forneci- 
da diretamente por uma reagao quimica (transportadores 
ativos primarios) e alguns acoplando o transporte ladeira 
acima de um substrate com o transporte ladeira abaixo de 
outro (transportadores ativos secundarios). Agora serao 
consideradas algumas das principais familias de transporta¬ 
dores e canais mais representativas e bem estudadas. Voce 
encontrara algumas dessas no Capitulo 12, quando sera dis- 
cutida a sinalizagao transmembrana, e novamente em capi- 
tulos seguintes no contexto das vias metabolicas nas quais 
eles participam. 

0 transportador de glicose de eritrocitos controla o 
transporte passive 

0 metabolismo produtor de energia em eritrocitos de- 
pende de um suprimento constante de glicose do plasma 
sanguineo, no qual a concentragao de glicose e mantida 
em torno de 5 mM. A glicose entra no eritrocito por di¬ 
fusao facilitada por meio de um transportador especifico 
de glicose, a uma velocidade aproximadamente 50.000 
vezes maior do que a difusao transmembrana nao catali- 
sada. 0 transportador de glicose do eritrocito (chamado 


de GLUTl para distingui-lo do transportador de glicose 
relacionado em outros tecidos) e uma proteina integral 
de membrana do tipo III (M^ —45.000) com 12 segmen- 
tos hidrofobicos, e se acredita que cada segmento forme 
uma helice que atravessa a membrana. A estrutura deta- 
Ihada do GLUTl ainda nao e conhecida, mas um modelo 
plausivel sugere que um conjunto lado a lado de varias 
helices produza um canal transmembrana revestido com 
residuos hidrofilicos que podem fazer ligagoes de hidro- 
genio com a glicose a medida que ela se move atraves do 
poro aquoso (Figura 11-30). 

0 processo do transporte de glicose pode ser descri- 
to por sua analogia com uma reagao enzimatica na qual 
o “substrato” seria a glicose fora da celula o “pro- 

duto” seria a glicose dentro e a “enzima” seria o 

transportador, T. Quando a velocidade inicial de captagao 
de glicose e medida em fungao da concentragao externa de 
glicose (Figura 11-31), a curva resultante e hiperbolica: 
em altas concentragoes externas de glicose, a velocidade de 
captagao se aproxima de Formalmente, tal processo 
de transporte pode ser descrito pelas equagoes 

Sfora + V Sfora * T^ 

/C_4j['fc4 fc-2][fc2 


-^aentro • ^ -^aentro *z 

na qual e assim por diante, sao as constantes de 

velocidade para as reagoes direta e inversa para cada etapa; 
Tj e a conformagao do transportador na qual o sitio de liga- 


(a) 



COO“ 


FIGURA 11-30 Topologia da membrana do transportador de glicose 
GLUTl. (a) As helices transmembrana estao representadas aqui comofilei- 
ras obliquas (angulares) com tres ou quatro residuos de aminoacidos, cada 
fileira representando uma volta da helice a. Move das doze helices contem 
tres ou mais residuos polares ou carregados (em azul ou vermelho), geral- 
mente separados por varios residuos hidrofobicos (em amarelo). Esta repre- 
sentaqao de topologia nao tern a intenqao de ilustrar a estrutura em tres 
dimensoes. (b) Um diagrama de uma roda helicoidal mostra a distribuiqao 
de residuos polares e apolares na superficie de um segmento helicoidal. A 
helice e representada no diagrama supostamente observada ao longo de 
seu eixo, a partir de sua extremidade aminoterminal. Os residuos adjacentes 


(b) (c) 


-Ser -Leu -Val -Thr -Asn -Phe -lie - 




na sequencia linear estao conectados, e cada residue e colocado ao redor da 
roda na posiqao que ocupa na helice; recorde que 3,6 residuos sao necessa¬ 
ries para fazer uma volta completa na helice a. Neste exempio, os residuos 
polares (em azul) estao em um lado da helice e os residuos hidrofobicos (em 
amarelo) estao no outro. Isso e, por definiqao, uma helice anfipatica. (c) A 
associaqao lado a lado de quatro helices anfipaticas, cada qual com sua face 
orientada para o centro da cavidade central, pode produzir um canal trans¬ 
membrana revestido com residuos polares (e carregados). Este canal oferece 
muitas oportunidades para ligagoes de hidrogenio com a glicose a medida 
que ela se move pelo canal. 
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Concentra^ao extracelular 
(a) de glicose, [SJ^ra (mivi) 


(b) 



FIGURA11-31 Cinetica do transporte da glicose para dentro do eri- 
trocito. (a) A velocidade inicial de entrada de glicose no eritrocito, Vq, de- 
pende da concentragao inicial de glicose do lado de fora, [51^,3. (b) Grafico 
duplo-reciproco dos dados em (a). A cinetica da difusao facilitada e analoga 
a cinetica da reagao catalisada por uma enzima. Compare esses graficos com 
a Figura 6-11 e com a Figura Q-1 no Quadro 6-1. Note que e analogo a K^, 
a constante de Michaelis. 


gao da glicose se posiciona para fora, e Tg e a conformagao 
na qual ele se posiciona para dentro. Os passos estao resu- 


D-Glicose 



FIGURA 11-32 Modelo de transporte de glicose para dentro do eri¬ 
trocito pelo GLUT1. 0 transportador existe em duas conformagoes: p, 
com o sitio de ligagao de glicose exposto na superficie externa da mem- 
brana plasmatica, eT 2 , com o sitio de ligagao exposto na superficie interna. 
0 transporte de glicose ocorre em quatro passos. O A glicose do plasma 
sanguineo se liga ao sitio estereoespecifico em T^; isso reduz a energia de ati- 
vagao para 0 uma mudanga conformacional a partirde glicosefora’Ti para gli- 
cose^gn^ro’L' efetuando a passagem transmembrana da glicose. © A glicose e 
liberada deT 2 para o citoplasma, e O o transportador retorna a conformagao 
T^, pronto para transportar outra molecula de glicose. 


midos na Figura 11-32. Ja que cada etapa nessa sequencia 
e reversivel, o transportador e, em principio, capaz de mo¬ 
ver a glicose para dentro on para fora da celula. Entretan- 
to, com o GLUTl, a glicose sempre se move a favor de sen 
gradiente de concentragao, que normalmente significa para 
dentro da celula. A glicose que entra na celula em geral 
e metabolizada imediatamente, e a concentragao de glico¬ 
se intracelular e, portanto, mantida baixa em relagao a sua 
concentragao no sangue. 

As equagoes da velocidade do transporte de glicose po- 
dem ser derivadas exatamente como para as reagoes catali- 
sadas por enzimas (Capitulo 6), produzindo uma expressao 
analoga a equagao de Michaelis-Menten: 

jj _ ^max[S]fora 

■ A-, + 


onde Fq e a velocidade inicial de acumulo da glicose dentro 
da celula quando a sua concentragao no meio circundante 
e e (-K'transporte) ^ coustauto aualoga a cons¬ 
tante de Michaelis, uma combinagao de constantes de ve¬ 
locidade que e caracteristica de cada sistema de transpor¬ 
te. Essa equagao descreve a velocidade inicial, observada 
quando = 0. Assim como ocorre no caso das rea¬ 

goes catalisadas por enzimas, o grafico de 1 /Fq em fungao 
de l/[S]fQ^^ resulta em uma reta crescente da qual pode-se 
obter valores de e (Figura ll-31b). Quando 
= K^, a taxa de captagao e o sistema de transporte 

esta meio saturado. A concentragao de glicose no sangue 
e de 4,5 a 5 mM, proximo a K^, o que garante que GLUTl 
esteja quase saturado com o substrato e opere proximo 
da 

Como nao ha formagao ou rompimento de ligagoes 
qmmicas na conversao de para nem o “subs¬ 

trato” nem o “produto” sao intrinsecamente mais esta- 
veis, o processo de entrada e, portanto, completamente 
reversivel. A medida que se aproxima de [8]^^^^, as 

velocidades de entrada e saida tornam-se iguais. Tal sis¬ 
tema e entao incapaz de acumular glicose dentro da celu¬ 
la em concentragoes acima daquela do meio que a circun- 
da; ele simplesmente equilibra a glicose nos dois lados 
da membrana muito mais rapidamente do que ocorreria 
na ausencia de um transportador especifico. 0 GLUTl e 
especifico para a D-glicose, com medido no valor apro- 
ximado de 6 mM. Para os analogos proximos D-manose e 
D-galactose, que diferem apenas em um grupo hidroxil, 
os valores de sao 20 e 30 mM, respectivamente; e para 
a L-glicose, excede 3.000 mM. Assim, o GLUTl tern as 
tres caractensticas do transporte passive: altas taxas de 
difusao a favor do gradiente de concentragao, saturabili- 
dade e especificidade. 

Doze transportadores passives de glicose estao codifi- 
cados no genoma humane, cada um com suas propriedades 
cineticas unicas, padroes de distribuigao no tecido e fungao 
(Tabela 11-3). No figado, o GLUT2 transporta glicose para 
fora dos hepatocitos quando o glicogenio no figado e degra- 
dado para repor glicose sanguinea. 0 GLUT2 tern um gran¬ 
de (17 mM ou maior) e pode, portanto, responder a niveis 
aumentados de glicose intracelular (produzidos pela de- 
gradagao do glicogenio) com o aumento do transporte para 
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TABELA11-3 


Transportadores de glicose em humanos 


Transportador 

Tecido(s) onde esta expresso 

/CJmivi)* 

Fun^ao^ 

GLUTl 

Ubiquo 

3 

Captagao basal de glicose 

GLUT2 

Figado, ilhotas pancreaticas, intestino 

17 

No figado e rim, remogao do excesso de glicose do sangue; 
no pancreas, regulagao da liberagao de insulina 

GLUTS 

Cerebro (neuronal), testiculo (esperma) 

1,4 

Captagao basal de glicose 

GLUT4 

Musculo, gordura, coragao 

5 

Atividade aumentada pela insulina 

GLUTS 

Intestino (principaknente), testiculo, rim 

6* 

Transporte principalmente de frutose 

GLUT6 

Bago, leucocitos, cerebro 

>5 

Possivelmente sem fungao de transporte 

GLUT? 

Intestino delgado, colo 

0,3 

— 

GLUTS 

Testiculo 

~2 

— 

GLUT9 

Figado, rim 

0,6 

— 

GLUTIO 

Coragao, puknao, cerebro, figado, musculo, 
pancreas, rim 

0,3^ 

— 

GLUTl 1 

Coragao, musculo esqueletico, rim 

0,16 

— 

GLUT12 

Musculo esqueletico, coragao, prostata, in¬ 
testino delgado 

— 

— 


* para a glicose, exceto quando especificado, a partir de Augustin, R. (2010) The protein family of glucose transpot facilitators: it's not only about glucose after all. 
lUBMBLife 62, 315-333. 

^ 0 trago indica uma fungao incerta. 

* para a frutose. 

^ iT^para a 2-desoxiglicose. 


fora. 0 musculo esqueletico, o musculo cardiaco e o tecido 
adiposo tern ainda outro transportador de glicose, o GLUT4 
= 5 mM), que e diferente em relagao a sua resposta a 
insulina: sua atividade aumenta quando a insulina sinaliza 
uma alta concentragao de glicose sanguinea, aumentando 
a taxa de captagao de glicose pelo musculo e tecido adipo¬ 
so (o Quadro 11-1 descreve o efeito da insulina sobre esse 
transportador). 

0 trocador de cloreto-bicarbonato catalisa o 
cotransporte eletroneutro de anions atraves da 
membrana plasmatica 

0 eritrocito contem outro sistema de difusao facilitada, um 
trocador de anion que e essencial ao transporte de COg de 
tecidos como o musculo esqueletico e o figado para os pul- 
moes. 0 COg eliminado a partir da respiragao dos tecidos 
e liberado no plasma sanguineo entra no eritrocito, onde e 
convertido em bicarbonate (HCO^) pela enzima anidrase 
carbonica. (Recorde que o HCOg” e o tampao principal do 
pH sanguineo; ver Figura 2-21). 0 HCO^ retorna ao plasma 
sanguineo para ser transportado aos pulmoes (Figura 11- 
33). Como o HCOg” e muito mais soluvel no plasma sangui¬ 
neo do que o COg, esta via indireta aumenta a capacidade 
do sangue de carregar o dioxide de carbono dos tecidos aos 
pulmoes. Nos pulmoes, o HCOg” reentra no eritrocito e e 
convertido em COg, quando entao e finalmente liberado no 
espago pulmonar e exalado. Para ser efetivo, esse transpor¬ 
te requer um movimento muito rapido de HCOg” atraves da 
membrana do eritrocito. 


0 trocador de cloreto-bicarbonato, tambem cha- 
mado de protema trocadora de anion (TA) , aumenta 
a taxa de transporte atraves da membrana do eritrocito 
em mais de um milhao de vezes. Assim como o transpor- 


O dioxide de carbono 0 bicarbonate se 

produzido pelo catabolismo Protema dissolve no plasma 

entra no eritrocito. trocadora sanguineo. 



CO2 HCO3 Cl 


0 dioxide de carbono 0 bicarbonate entra 

deixa o eritrocito e no eritrocito a partir 

e exalado. do plasma sanguineo. 


FIGURA 11-33 Trocador de cloreto-bicarbonato da membrana do eri¬ 
trocito. Esse sistema de cotransporte permite a entrada e a saida do HCO^ 
sem alterar o potencial de membrana. Sua fungao e aumentar a capacidade 
do sangue de transporter CO 2 . A metade superior da figura ilustra os eventos 
que ocorrem na respiragao nos tecidos; a metade inferior, os eventos que 
ocorrem nos pulmoes. 
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^ MEDICINA 


Defeito no transpose de glicose e agua em duas formas de diabetes 


Quando a ingestao de uma refeigao rica em carboidratos 
gera uma concentragao de glicose sangmnea excedente 
aquela comum entre as refeigoes (cerca de 5 mM), o ex- 
cesso de glicose e captado pelos miocitos dos musculos 
cardiaco e esqueletico (que a armazenam como glicoge- 
nio) e pelos adipocitos (que a convertem em triacilglice- 
rois). A captagao de glicose pelos miocitos e adipocitos e 
mediada pelo transportador de glicose GLUT4. Entre as 
refeigoes, alguns GLUT4 estao presentes na membrana 
plasmatica, mas a maioria encontra-se sequestrada nas 
membranas de pequenas vesiculas intracelulares (Figu- 
ra Q-1). A insulina, liberada pelo pancreas em resposta 
a alta concentragao de glicose sanguinea, desencadeia o 
movimento dessas vesiculas intracelulares a membrana 
plasmatica, com a qual elas se fundem, levando as mole- 
culas de GLUT4 para a membrana plasmatica (ver Figura 
12-16). Com mais moleculas de GLUT4 em agao, a taxa 
de captagao de glicose aumenta em 15 vezes on mais. 
Quando os niveis de glicose sanguinea retornam ao nor¬ 
mal, a liberagao de insulina torna-se lenta, e a maioria das 
moleculas de GLUT4 e removida da membrana plasmati¬ 
ca e armazenada em vesiculas. 

No diabetes melito do tipo I (dependente de insu¬ 
lina), a incapacidade em liberar insulina (e, portanto, 
mobilizar transportadores de glicose) resulta em baixas 
taxas de captagao de glicose pelo musculo e tecido adipo- 
so. Uma consequencia e o periodo prolongado de glicose 


e 


Insulina O 


Membrana 

plasmatica 


Quando a insulina interage com seu receptor, 
vesiculas se movem para a superficie e se 
fundem com a membrana plasmatica, 
aumentando o numero de transportadores de 
glicose na membrana plasmatica. 



sanguinea alta apos uma refeigao rica em carboidratos. 
Essa condigao e a base para o teste de tolerancia a glico¬ 
se usado para diagnosticar o diabetes (Capitulo 23). 

A permeabilidade a agua das celulas epiteliais que re- 
vestem o ducto coletor renal ocorre devido a presenga 
de uma aquaporina (AQP2) em suas membranas plasma- 
ticas apicais (voltadas para o lumen do ducto). A vaso- 
pressina (hormonio antidiuretico ADH, de antidiuretic 
hormone') regula a retengao de agua pela mobilizagao de 
moleculas de AQP2 armazenadas em membranas de vesi¬ 
culas dentro das celulas epiteliais, assim como a insulina 
mobiliza o GLUT4 no musculo e no tecido adiposo. Quan¬ 
do as vesiculas se fundem com a membrana plasmatica 
das celulas epiteliais, a permeabilidade a agua aumenta 
muito e mais agua e reabsorvida do ducto coletor e re- 
torna ao sangue. Quando o nivel de vasopressina dimi- 
nui, AQP2 e ressequestrada nas vesiculas, reduzindo a 
retengao de agua. Na doenga relativamente rara de dia¬ 
betes insipido, um defeito genetico na AQP2 leva a uma 
deficiencia na reabsorgao de agua pelo rim. 0 resultado 
e a excregao de volumes copiosos de urina muito diluida. 
Se o individuo beber agua suficiente para repor o que foi 
perdido pela urina, nao ha consequencias serias do ponto 
de vista medico, porem a ingestao insuficiente de agua 
leva a desidratagao e desequilibrio nos eletrolitos sangui- 
neos, que pode levar a fadiga, dor de cabega, dor muscu¬ 
lar ou ate mesmo a morte. 


FIGURA Q-1 0 transporte de glicose para um miocito pelo GLUT4 e 

regulado pela insulina. 


@ 


Receptor de insulina 


_ —- >( 






Transportador 
de glicose 



Quando o nivel de insulina 
diminui, os transportadores 
de glicose sao removidos 
da membrana plasmatica 
por endocitose, formando 
pequenas vesiculas. 


Transportadores de 
glicose "armazenados" 
dentro das celulas em 
vesiculas membranosas. 




Porgoes do endossomo enriquecidas com 
transportadores de glicose se 
desprendem na forma de pequenas 
vesiculas, prontas para retornar a 
superficie quando os niveis de insulina 
aumentarem novamente. 



As vesiculas 
menores se 
fundem com um 
endossomo maior. 
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FIGURA 11-34 Tres classes geraisdesistemasdetransporte. Ostrans- 
portadores diferem no numero de solutos (substratos) transportados e na 
direpao na qual cada soluto se move. Exemplos dos tres tipos de transporta- 
dores sao discutidos no texto. Observe que essa classificapao nao informa se 
esses processes requerem energia (transporte ativo) ou se sao independen- 
tes de energia (transporte passive). 


ADP +-Pj 

" 4 - 

JL © 

©®©© ©% 

(a) Transporte ativo primario 



+ P: 


ADP 


(b) Transporte ativo secundario 


FIGURA 11-35 Dois tipos de transporte ativo. (a) No transporte ativo 
primario, a energia liberada pela hidrolise de ATP impulsiona o movimento 
de soluto (Si) contra o gradiente eletroquimico. (b) No transporte ativo se¬ 
cundario, o gradiente de urn ion X (S^) (geralmente Na^) se estabelece por 
transporte ativo primario. 0 movimento de X (S^) a favor de seu gradiente 
eletroquimico prove agora energia para impulsionar o cotransporte de urn 
segundo soluto (S 2 ) contra seu gradiente eletroquimico. 


tador de glicose, ela e uma protema integral que provavel- 
mente atravessa a membrana pelo menos 12 vezes. Essa 
protema e responsavel por mediar o movimento simulta- 
neo de dois anions: para cada ion de HCO 3 que se move 
em uma diregao, um ion Cl~ se move na diregao contra- 
ria, sem transferencia efetiva de carga; a troca e eletro- 
neutra. 0 acoplamento entre os movimentos de Cr e de 
HCOg” e obrigatorio; na ausencia do cloreto, o transpor¬ 
te de bicarbonate para. Em relagao a isso, o trocador de 
anions e tipico desses sistemas, chamados de sistemas 
de cotransporte, que simultaneamente carregam dois 
solutos atraves da membrana (Figura 11-34). Quando, 
como nesse case, os dois substratos movem-se em dire- 
goes opostas, o processo e antiporte. No simporte, dois 
substratos movem-se simultaneamente na mesma dire- 
gao. Transportadores que carregam apenas um substrate, 
como o transportador de glicose do eritrocito, sao conhe- 
cidos como sistemas uniporte. 

0 genoma humane tern genes para tres trocadores de 
cloreto-bicarbonato muito parecidos, todos com a mes¬ 
ma previsao de topologia transmembrana. Os eritrocitos 
contem o transportador TAl, o TA2 e proeminente no fi- 
gado, e o TA3 esta presente em membranas plasmaticas 
no cerebro, no coragao e na retina. Trocadores de anions 
semelhantes tambem sao encontrados em plantas e mi- 
crorganismos. 

0 transporte ativo resulta em movimento de soluto 
contra um gradiente de concentra^ao ou eletroquimico 

No transporte passive, as especies transportadas sempre 
se movem a favor de seu gradiente eletroquimico e nao se 
acumulam alem da concentragao de equilibrio. Em contra- 
posigao, o transporte ativo resulta em acumulo de soluto 
acima do ponto de equilibrio. 0 transporte ativo e termodi- 
namicamente desfavoravel (endergonico) e ocorre apenas 


acoplado (direta ou indiretamente) a um processo exergo- 
nico como a absorgao de luz solar, uma reagao de oxidagao, 
uma hidrolise de ATP, ou o fluxo concomitante de alguma 
outra especie quimica a favor de seu gradiente eletroquimi¬ 
co. No transporte ativo primario, o acumulo de soluto 
e acoplado diretamente a uma reagao quimica exergonica, 
como na conversao de ATP a ADP + P. (Figura 11-35). O 
transporte ativo secundario ocorre quando o transporte 
endergonico (“morro acima”) de um soluto esta acoplado 
a um fluxo exergonico (“morro abaixo”) de um soluto di- 
ferente que era originalmente bombeado para cima pelo 
transporte ativo primario. 

A quantidade de energia necessaria para o transporte de 
um soluto contra o gradiente pode ser calculada a partir do 
gradiente inicial de concentragao. A equagao geral para a 
variagao de energia livre no processo quimico que converte 
SaPe 

AG = AG'° + RT In ([P]/[S]) (11-2) 

onde AG'° e a variagao de energia livre padrao, R e r cons- 
tante dos gases, 8,315 J/mol • K, e T e a temperatura ab- 
soluta. Quando a “reagao” e simplesmente o transporte de 
um soluto de uma regiao onde sua concentragao e para 
uma regiao onde sua concentragao e Gg, nao ha formagao ou 
rompimento de ligagoes e AG'° e zero. A variagao de ener¬ 
gia livre para o transporte, AG^, e entao 

AG, = RT In (G/Gi) £ (11-3) 

Se houver uma diferenga de 10 vezes na concentragao entre 
dois compartimentos, o custo para movimentar 1 mol de um 
soluto nao carregado a 25°C “morro acima” atraves da mem¬ 
brana que separa os dois compartimentos e 

AG, = (8,315 J/mol • K)(298K) In (10/1) = 5.700 J/mol 
= 5,7 k J/mol 

A Equagao 11-3 serve para todos os solutos nao carregados. 
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PROBLEMA RESOLVID011-1 Custo de energia para bombear urn 
soluto nao carregado 


Calcule o custo de energia (variagao de energia livre) para 
bombear um soluto nao carregado contra um gradiente de 
concentragao de 1,0 X 10^ vezes a 25°C. 

Solugao: Comece com a Equagao 11-3. Substitua 
por 1,0 X 10^, R por 8,315 J/mol • K e Tpor 298 K: 

AG, = 7^7^ In (G 2 /G,) 

= (8,315 J/mol • K) (298 K) In (1,0 X lO") 

= 23 kJ/mol 


Quando o soluto e um ion, sen movimento sem o acom- 
panhamento de um contraion resulta em uma separagao 
endergonica de cargas positivas e negativas, produzindo 
um potencial eletrico; diz-se que tal transporte e eletroge- 
nico. 0 custo energetico de mover um ion depende do po¬ 
tencial eletroquimico (Figura 11-27), a soma dos gradientes 
quimico e eletrico: 

AG, =RT]n (Cg/C,) + Ai// i (11-4) 

onde Z e a carga do ion, J e a constante de Faraday (96.480 
J/V • mol), e Ai// e o potencial eletrico transmembrana (em 
volts). As celulas eucarioticas tern potenciais de membrana 
plasmatica geralmente da ordem de 0,05 V (sendo o lado 
interne negative em relagao ao externo), de mode que o 
segundo termo da Equagao 11-4 pode contribuir significati- 
vamente na variagao de energia livre total para o transpor¬ 
te do ion. A maioria das celulas mantem uma diferenga de 
mais de 10 vezes na concentragao de ions atraves das mem- 
branas plasmatica on intracelular, e para muitas celulas e 
tecidos, o transporte ativo e, portanto, o principal processo 
de consume de energia. 

PROBLEMA RESOLVID011-2 Custo de energia para bombear um 
soluto carregado 


Calcule o custo de energia (variagao de energia livre) para 
bombear o Ca^^ do citosol, onde sua concentragao e de 
aproximadamente 1,0 X 10~^ m, para o fluido extracelu- 
lar, onde a sua concentragao e aproximadamente 1,0 mM. 
Suponha uma temperatura de 37°C (temperatura corporal 
dos mamiferos) e um potencial transmembrana padrao de 
50 mV (negative dentro) para a membrana plasmatica. 

Solugao: Neste calculo, tanto o gradiente de concentragao 
quanto o potencial eletrico devem ser levados em conside- 
ragao. Na Equagao 11-4, substitua 7^ por 8,315 J/mol • K e 7" 
por 310 K, Ggpor 1,0 X 10“^, G, por 1,0 X 10“^, Z por 96.500 
J/V • mol, J por +2 (carga do ion Ca^^), e Ai// por 0,050 V. 
Observe que o potencial transmembrana e 50 mV (negative 
dentro), de mode que a variagao do potencial quando o ion 
se move de dentro para fora e de 50 mV. 


AGt = 7^rin(G2/Gi) + ZJAifj 

1,0 X 10“^ 

= (8,315 J/mol•K)(310K) In ^^ + 

1,0 X 10“^ 

2(96.500 J/V-mol)(0,050 V) 

= 33 kJ/mol 


0 mecanismo de transporte ativo e de fundamental im- 
portancia em biologia. Como sera visto no Capitulo 19, o 
ATP e formado nas mitocondrias e nos cloroplastos por um 
mecanismo que e essencialmente um transporte ionico mo- 
vido a ATP operando de forma reversa. A energia que se tor- 
na disponivel pelo fluxo espontaneo de protons atraves da 
membrana pode ser calculada a partir da Equagao 11-4; lem- 
bre que AG para o fluxo para baixo do gradiente eletroqui¬ 
mico tern um valor negativo, e AG para o transporte de ions 
contra o gradiente eletroquimico tern um valor positivo. 

ATPases do tipo P sofrem fosforila^ao durante seus ciclos 
cataliticos 

A familia de transportadores ativos chamados de ATPases 
do tipo P sao transportadores de cations que sao fosfori- 
lados de forma reversivel por ATP (por isso o nome tipo P) 
como parte do ciclo de transporte. A fosforilagao forga uma 
mudanga conformacional que e fundamental para o movi¬ 
mento do cation atraves da membrana. 0 genoma humane 
codifica pelo menos 70 ATPases do tipo P que possuem se- 
melhangas quanto a sequencia de aminoacidos e topologia, 
especialmente perto do residue Asp que sofre fosforilagao. 
Todas sao proteinas integrals com 8 ou 10 regioes prediti- 
vas que atravessam a membrana em um unico polipeptideo 
(tipo III na Figura 11-9), e todas sao sensiveis a inibigao 
pelo vanadato, analogo do fosfato. 

o- o- 

I I 

0=P—0“ 0=V—0“ 

I I 

OH OH 

Fosfato Vanadato 

As ATPases do tipo P sao muito comuns em eucariotos 
e bacterias. A Na^K’^-ATPase de celulas animals (antiporte 
para os ions Na"^ e K"^) e a H^-ATPase da membrana plas¬ 
matica de plantas e fungos determinam o potencial ele¬ 
troquimico transmembrana nas celulas ao estabelecer os 
gradientes ionicos atraves da membrana. Esses gradientes 
proporcionam a forga propulsora para o transporte ativo se- 
cundario e tambem formam a base da sinalizagao eletrica 
em neuronios. Em tecidos animals, a bomba Ca^"^-ATPase 
do reticulo sarcoplasmatico/endoplasmatico (SER- 
CA, de sarcoplasmic and endoplasmic reticulum cal¬ 
cium') e a bomba Ca^^-ATPase da membrana plasmatica 
sao uniportadores dos ions Ca^^, que juntos mantem o nivel 
citosolico de Ca^^ abaixo de 1 jaM. Celulas parietais que re- 
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vestem o estomago de mamiferos tern uma ATPase do tipo 
P que bombeia e atraves da membrana plasmatica, 
acidificando o conteudo do estomago. As flipases lipidicas, 
como mencionado anteriormente, sao estmtural e funcio- 
nalmente relacionadas aos transportadores do tipo P As 
bacterias e eucariotos usam ATPases do tipo P para bom- 
bear ions metalicos pesados toxicos como o Cd^^ e o 
para fora. 

As bombas do tipo P tern estruturas (Figura 11-36) e 
mecanismos semelhantes. 0 mecanismo postulado para as 
ATPases do tipo P leva em consideragao as grandes mudan- 
gas conformacionais e a fosforilagao-desfosforilagao do re- 
siduo critico Asp no dominio P que ocorrem durante o ciclo 
catalitico. Para a bomba SERCA (Figura 11-37), cada ciclo 
catalitico move dois ions Ca^^ atraves da membrana e con- 


(a) 

Dommios transmembrana 
(T) (S) 



verte um ATP a ADP e P^. 0 ATP 
tern duas fungoes nesse me¬ 
canismo, um catalitico e outro 
modulatorio. 0 papel da ligagao 
do ATP seguida da transferencia 
do fosforil a enzima e promover 
a interconversao de duas con- 
formagoes (El e E2) do trans- 
portador. Na conformagao El, 
dois sitios de ligagao do Ca^^ sao 
expostos ao lado citosolico do 
RE on reticulo sarcoplasmatico 
Jens Skou e ligam o Ca^^ com grande afini- 

dade. A ligagao de ATP e a fos- 
forilagao do Asp conduzem a uma mudanga conformacional 
de El a E2 na qual os sitios de ligagao do Ca^^ sao agora 
expostos ao lado luminal da membrana e sua afinidade pelo 
Ca^^ e muito reduzida, causando a liberagao de Ca^^ para o 
lumen. Por meio desse mecanismo, a energia liberada pela 
hidrolise de ATP durante um ciclo de fosforilagao-desfos¬ 
forilagao mobiliza o Ca^^ atraves da membrana contra um 
grande gradiente eletroquimico. 

Uma variagao desse mecanismo basico e vista na 
Na^K^-ATPase da membrana plasmatica, descoberta por 
Jens Skou em 1957. Esse cotransportador acopla fosfori¬ 
lagao-desfosforilagao do residuo Asp critico ao movimento 
simultaneo, tanto de Na^ quanto de K^, contra sens gra- 
dientes eletroquimicos. A Na^K'^-ATPase e responsavel 
por manter baixa a concentragao de Na^ e alta a de na 
celula, em relagao ao fluido extracelular (Figura 11-38). 
Para cada molecula de ATP convertida a ADP e P^, o trans- 



Jens Skou 



FIGURA 11-36 A estrutura geral das ATPases do tipo P. (a) As ATPases 
do tipo P possuem tres dominios citoplasmaticos (A, N e P) e dois dominios 
transmembrana (T e S) que consistem em multiplas helices. 0 dominio N (nu- 
cleotideo) liga ATP e Mg^) e tern atividade de proteina-cinase que fosforila o 
residuo Asp especifico encontrado no dominio P (fosforilado) de todas ATPa¬ 
ses do tipo P 0 dominio A (atuador) possui atividade de proteina fosfatase e 
remove o grupo fosforil do residuo Asp em cada ciclo catalitico da bomba. 
0 dominio transporte (T), com seis helices transmembrana, inclui a estrutura 
transportadora de ion, e mais outras quatro helices transmembrana apoiam 
0 dominio (S), que provem o suporte fisico ao dominio de transporte e pode 


ter outra funqao especializada em certas ATPases do tipo P. Os sitios de ligagao 
para os ions a serem transportados estao proximos ao meio da membrana, 40 
a 50 A do residuo Asp fosforilado - assim, a fosforilagao-desfosforilagao do Asp 
nao afeta diretamente a ligagao do ion. 0 dominio A comunica movimentos 
dos dominios N e P aos sitios de ligagao dos ions, (b) Uma representagao em 
fita da Ca^^ ATPase (bomba SERCA) (PDB 1T5S).0 ATP se liga ao dominio N e os 
ions Ca^^a serem transportados ligam-se ao dominio T. (c) Outras ATPases do 
tipo P possuem estruturas de dominios, e provavelmente mecanismos, como 
a bomba SERCA: a Na^UATPase (PDB ID 3KDP), a ATPase da membrana plas¬ 
matica (PDB ID 3B8C) e a ATPase gastrica (derivada do PDB ID 3IXZ). 
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ATPases do tipo V, classe de ATPase transporta- 
dora de protons, sao responsaveis por acidificarem 
compartimentos intracelulares em muitos orga- 
nismos (assim, o V vem de vacuolar). Bombas de 
protons desse tipo mantem o pH entre 3 e 6 nos 
vacuolos de fungos e plantas superiores, bem abai- 
xo daquele do citosol (pH 7,5). ATPases do tipo V 
sao tambem responsaveis pela acidificagao de li- 
sossomos, endossomos, do aparelho de Golgi e de 
vesiculas secretoras em celulas animais. Todas as 


o 

Liga^ao de 
Ca2+eATP; 
dommio N 
se move. 


O dommio 
A se move, 
causando 
a libera^ao 
deADP. 


0 O dommio A e restaurado. 


& 

Grupofosforil 
transferido ao 
dommio P 

do Asp35i 


0 

A fosforila(^ao 
leva a 
mudan(;as 
conformacionais, 
liberando Ca2+ 
para o lumen. 


Ca2+ 


@ 

O dommio 
P se torna 
desfosfo- 
rilado. 


E2-P 


Os dommios 
P, T e S sao 
restaurados 
na confor- 
ma^ao El. 


FIGURA11-37 Mecanismo postulado para a bomba SERCA. 0 

cicio do transporte comepa com a proteina na conformapao El, com 
os sitios de ligapao ao Ca^^ expostos para o citosol. Dois ions Ca^^ se 
ligam, e entao o ATP se liga ao transportador e fosforila o Asp^^\ for- 
mando El -R A fosforilapao favorece a segunda conformapao, E2-P, na 
qual os sitios de ligapao ao Ca^^, agora com uma afinidade reduzida 
ao Ca^^, estao acessiveis do outro lado da membrana (espapo extra- 
celular ou lumen) e o Ca^^ se difunde para fora. Einalmente, E2-P e 
desfosforilado, retornando a proteina a conformapao El para outro 
cicio de transporte. 


portador desloca dois ions para dentro e tres ions 
Na^ para fora atraves da membrana plasmatica. 0 
cotransporte e, portanto, eletrogenico - ele cria uma 
separagao liquida de cargas atraves da membrana; 
em animais, isso produz o potencial de membrana de 
— 50 a —70 mV (o lado de dentro e negativo em re- 
lagao ao de fora) que e caracteristico da maioria das 
celulas e e essencial para a condugao do potencial de 
agao em neuronios. 0 papel fundamental da Na^K^' 
-ATPase e refletido na energia investida nesta unica 
reagao: aproximadamente 25% do consumo total de 
energia de um ser humano em repouso! 

ATPases do tipo V e do tipo F sao bombas de 
protons impulsionadas por ATP 


3 Na + 



Fluido extracelular [K+] - 4 mivi 
ou plasma sangumeo [Na'*'] = 145 mivi 


ATPases do tipo V apresentam uma estrutura com- 
plexa semelhante, com um dominio (VJ integral 
(transmembrana) que serve como canal de protons, 
e um dominio periferico (V^) que contem o sitio de 
ligagao de ATP e a atividade da ATPase (Figura 11- 
39a). A estrutura e semelhante a das ATPases do 
tipo F ja bem caracterizadas. 

Os transportadores ATPases do tipo F ativos ca- 
talisam a passagem transmembrana de protons “mor- 
ro acima” impulsionados pela hidrolise de ATP. A de- 
signagao “do tipo F” provem da identificagao dessas 
ATPases com/atores acoplados a energia. 0 comple- 
xo proteico integral de membrana F^ (Figura 11- 
39b); o subscrito o indica sua inibigao pelo farmaco 


FIGURA 11-38 Papel da Na K -ATPase em celulas ani¬ 
mais. Em celulas animais, o sistema de transporte ativo e respon- 
savel principalmente pelo estabelecimento e manutengao das con- 
centragoes intracelulares de Na^ e e pela geragao do potencial de 
membrana. Ele faz isso ao movimentar tres Na^ para fora da celula 
para cada dois que move para dentro. 0 potencial eletrico atraves 
da membrana plasmatica e fundamental na sinalizagao de neuro¬ 
nios, e o gradiente de Na^ e usado para impulsionar"morro acima"o 
cotransporte de solutos em muitos tipos celulares. 
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(a) 


Regiao nao homologa 
da subunidade A 




ATP 


ADP +P: 


Citosol 


Matriz mitocondrial 


Fi 


Fo 


FIGURA 11-39 Duas bombas de protons com estruturas similares 

(a) A ATPase usa ATP para bombear protons para dentro de vacuo- 

los e lisossonnos, criando seus pHs internos baixos. Ela tenn um dominio in¬ 
tegral (inserido na nnennbrana)VQ(enn corde laranja) que inclui subunidades 
multiplas identicas, e um dominio periferico que se projeta para o citosol 
e que contem o sitio de hidrolise de ATP localizado em tres subunidades 
identicas B (em roxo). (b) A ATPase FoF/ATP-sintase da mitocondria possui 
um dominio integral, F^ (em cor de laranja), com multiplas copias da subuni¬ 
dade c, e um dominio periferico, F^, que consiste em tres subunidades a, 
tres subunidades jS, e uma haste central unidas ao dominio integral. F^ e 
presumivelmente fornecem um canal transmembrana pelo qual protons 


sao bombeados a medida que o ATP e hidrolisado na subunidade j8 de F^ 
(subunidades B deV^). 0 mecanismo notavel pelo qual a hidrolise de ATP 
e acoplada ao movimento do proton e descrito em detaihe no Capitulo 
19. Ele envolve a rotaqao de F^ no piano da membrana. As estruturas da 
ATPase VqVi e seus analogos ATPase A^A^ (de arqueias) e ATPase (de 

cloroplastos) sao essencialmente semelhantes as da ATPase F^F^ e os me- 
canismos tambem estao conservados. Um transportador de proton impul- 
sionado por ATP tambem pode catalisar a sintese de ATP (setas vermelhas) 
a medida que protons fluem a favor de seu gradiente eletroquimico. Essa 
e a reaqao central no processo de fosforilaqao oxidativa e fotofosforilaqao, 
ambos descritos em detaihe no Capitulo 19. 


oligomicina, prove uma via transmembrana para protons, e 
a protema periferica (o subscrito 1 indica que esse foi o 
primeiro entre varies fatores isolados da mitocondria) usa 
a energia do ATP para mover protons “morro acima” (para 
uma regiao de maior concentragao de H^). A organizagao 
das bombas de protons deve ter se desenvoMdo muito 
precocemente na evolugao. Bacterias como a E. coli usam 
uma ATPase F^F^ complexa na sua membrana plasmatica 
para bombear protons para fora, e as arquibacterias tern 
uma bomba de protons semelhante, a ATPase A^A^. 

Como todas as enzimas, as ATPases do tipo F catalisam 
suas reagoes em ambas as diregoes. Assim, um gradiente de 
protons suficientemente grande pode suprir a energia para 
conduzir a reagao reversa, a sintese de ATP (Figura 11- 
39b). Quando funcionam nesse sentido, as ATPases do tipo 
F sao mais apropriadamente chamadas de ATP-sintases. 
As ATP-sintases sao fundamentais para a produgao de ATP 
na mitocondria durante a fosforilagao oxidativa e em cloro¬ 
plastos durante a fotofosforilagao, assim como em bacterias 
e arquibacterias. 0 gradiente de protons necessario para 
conduzir a sintese de ATP e produzido por outros tipos de 
bombas de protons energizadas pela oxidagao do substrato 
on luz solar. Sera feita uma descrigao detalhada desses pro¬ 
cesses no Capitulo 19 (p. 750). 


Transportadores ABC usam ATP para impulsionar o 
transporte ativo de uma grande variedade de substrates 


Os transportadores ABC (Figura 11-40) constituem 
uma grande familia de transportadores dependentes de 
ATP que bombeiam aminoacidos, peptideos, protei- 
nas, ions metalicos, varies lipideos, sais biliares e mui- 


tos compostos hidrofobicos, incluindo farmacos, para fora 
das celulas contra um gradiente de concentragao. Um trans¬ 
portador ABC em humanos, o transportador multifarma- 
cos (MDRl, de multidrug transporter, tambem chamado 
de glicoproteina P), e responsavel pela impressionante 
resistencia de certos tumores a alguns farmacos antitumor 
geralmente eficazes. 0 MDRl tern especificidade ampla para 
compostos hidrofobicos, incluindo, por exemplo, os farma¬ 
cos quimioterapicos adriamicina, doxorrubicina e vinblasti- 
na. Ao bombear esses farmacos para fora da celula, o trans¬ 
portador impede o seu acumulo no tumor e assim bloqueia 
seus efeitos terapeuticos. 0 MDRl (Figura ll-40a) e uma 
proteina integral de membrana {M^ 170.000) com duas me- 
tades homologas, cada uma delas com seis helices trans¬ 
membrana e um dominio de ligagao a ATP (“cassete”), que 
dao 0 nome a familia: ABC, sigla do ingles NIV-Binding 
Cassette, on transportadores cassete de ligagao ao ATP. A 
superexpressao de MDRl esta associada com a falha no tra- 
tamento de cancer de figado, rim e colo. Um transportador 
ABC relacionado, o ABCCl, esta superexpresso em celulas 
cancerosas de prostata, pulmao e mama, resistentes ao far- 
maco. Inibidores altamente seletivos de transportadores 
multifarmacos, que se poderia esperar serem capazes de au- 
mentar a efetividade dos farmacos antitumor, caso contrario 
seriam bombeados para fora das celulas tumorais, sao obje- 
tos de descobertas e modelagens de farmacos atuais. Por- 
que transportadores multifarmacos tern sido conservados na 
evolugao? 0 MDRl impede a entrada de compostos toxicos 
na membrana placentaria e na barreira sangue-cerebro, que 
de outra forma lesariam o feto on o cerebro. 

Transportadores ABC tambem estao presentes em ani¬ 
mals mais simples, e em plantas e microrganismos. A leve- 
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FIGURA11-40 Dois transportadores ABC. (a) 0 transportador multifar- 
macos de celulas animais, (MDR1, tambem chamado de glicoproteina P: PDB 
IB 3G60) responsavel por bombear uma variedade de farmacos antitumor para 
fora de celulas humanas, tern duas metades homologas (em azul e azul-claro), 
cada uma com seis helices transmembrana em dois dominios transmembra¬ 
na (TMD, de transmembrane domain; em azul) e urn dominio citoplasmatico 
de ligagao a nucleotideos (NBD, de nucleotide-binding domains; em verme- 
Iho). (b) 0 importador da vitamina BtuCD (PDB ID 1 L7V) da E. coli, e urn 
homodimero com 10 helices transmembrana (em azul e azul-claro) em cada 
monomero, e dois dominios NBD (em vermelho) que se estendem para o ci¬ 
toplasma. (c) Mecanismos propostos para o acoplamento da hidrolise de ATP 
ao transporte da vitamina >^0 transportador ABC da E. coli. 0 substrato e 
trazido ao transportador no lado periplasmatico por uma proteina de ligagao 
especifica do substrato. Com o ATP ligado aos sitios NBD, o transportador 
abre-se para o lado de fora (periplasma), mas no momento que o substrato se 
liga e o ATP hidrolisa para ADP -P P,, uma mudanga conformacional expoe o 
substrato a superficie interna e ele difunde-se do transportador para o citosol. 


dura tern 31 genes que codificam os transportadores ABC, 
Si Drosophila tern 56, e a A', coli tern 80, representando 2% 
de todo seu genoma. Transportadores ABC, usados pela A'. 
coli e outras bacterias para importar vitaminas essenciais 
como a B ^2 (Figura ll-40b), sao presumivelmente precurso- 
res evolutivos dos MDRs de celulas animais. A presenga dos 
transportadores ABC que conferem resistencia aos antibid- 
ticos em micrdbios patogenicos (^Pseudomonas aerugino¬ 
sa, Staphylococcus aureus, Candida albicans. Neisseria 
gonorrhoeae e Plasmodium falciparum) e uma preocu- 
pagao seria de saude publica, e faz esses transportadores se- 
rem alvos interessantes para a modelagem de farmacos. ■ 

Todos os transportadores ABC possuem dois dommios 
de ligagao a nucleotideos (NBD, de nucleotide binding do¬ 
mains) e dois dominios transmembrana contendo multiplas 
helices transmembrana. Em alguns casos, todos esses domi¬ 
nios se apresentam como um unico e longo polipeptideo; ou- 
tros transportadores ABC possuem duas subunidades, cada 
uma contribuindo com um NBD e um dominio com seis he¬ 
lices transmembrana. Muitos transportadores ABC estao na 
membrana plasmatica, mas alguns tipos tambem sao encon- 
trados no reticulo endoplasmatico, em membranas de mito- 
condrias e lisossomos. A proteina CFTR (ver Quadro 11-2) e 
um caso interessante de canal ionico (para o CD) acionado 
pela hidrolise de ATP, que e aparentemente derivado de um 
transportador ABC no qual a evolugao ellminou a fungao de 
bomba, mas manteve a de canal funcional. 

Os NBD de todas as proteinas ABC sao semelhantes em 
sequencia e presumivelmente em estrutura tridimensional; 
eles sao o motor molecular conservado que pode ser aco- 
plado a uma grande variedade de bombas e canais. Quando 
acoplado a uma bomba, o motor movido a ATP desloca so- 
lutos contra o gradiente de concentragao. A estequiometria 
das bombas ABC e de aproximadamente um ATP hidroli- 
sado por molecula de substrato transportado, mas nem o 
mecanismo de acoplamento, nem o sitio de ligagao do subs¬ 
trato estao completamente bem compreendidos. 

Alguns transportadores ABC tern especificidade mui- 
to alta para um unico substrato; outros sao mais pro- 


miscuos. 0 genoma humano contem no minimo 48 genes 
que codificam os transportadores ABC, muitos dos quais 
estao envoMdos com a manutengao da bicamada lipidica e 
com o transporte de esterois, derivados de esterois e acidos 
graxos por todo o corpo. As flipases que movem lipideos de 
membrana de uma lamina da bicamada para a outra sao 
transportadores ABC, e a maquinaria celular para exportar 
o excesso de colesterol inclui um transportador ABC. Muta- 
goes em genes que codificam algumas dessas proteinas con- 
tribuem para varias doengas geneticas, incluindo fibrose 
cistica (Quadro 11-2), doenga de Tangier (p. 874), degene- 
ragao da retina, anemia e falencia do figado. ■ 


Gradientes ionicos provem a energia necessaria para o 
transporte ativo secundario 

Os gradientes ionicos formados pelo transporte primario de 
Na^ ou podem prover a forga propulsora para o cotrans- 
porte de outros solutos. Muitos tipos celulares contem siste- 
mas de transporte que acoplam o fluxo espontaneo “morro 
abaixo” de ions ao bombeamento simultaneo “morro acima” 
de outro ion, agucar ou aminoacido (Tabela 11-4). 
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MEDICINA 


Urn canal ionico defeituoso na fibrose cistica 


A fibrose cistica (FC) e uma doenga hereditaria huma- 
na seria e relativamente comum. Cerca de 5% de todos 
os americanos brancos sao portadores, tendo uma copia 
defeituosa do gene e uma normal. Apenas individuos com 
duas copias defeituosas apresentam sintomas severos da 
doenga: obstrugao dos tratos gastrintestinal e respirato- 
rio, geralmente levando a uma infecgao bacteriana das 
vias aereas e morte devido a insuficiencia respiratoria, 
antes dos 30 anos. Na FC, a camada fina de muco que 
cobre as superficies internas dos pulmoes esta espessa, 
obstruindo o fluxo de ar e proporcionando um refugio 
para bacterias patogenicas, particularmente Staphylo¬ 
coccus aureus e Pseudomonas aeruginosa. 

0 gene defeituoso em pacientes com FC foi descoberto 
em 1989. Ele codifica a proteina de membrana chamada de 
regulador de condutancia transmembrana da fibrose cistica 
(CFTR, de cystic fibrosis transmembrane conductance 
regulator'). Essa proteina possui dois segmentos, cada um 
contendo seis helices transmembrana, dois dominios de li- 
gagao a nucleotideos (NBDs) e uma regiao regulatoria (Fi- 
gura Q-1). 0 CFTR e, portanto, muito semelhante a outras 
proteinas transportadoras ABC, exceto que funciona como 
um canal ionico (para o ion CF), nao como uma bomba. 

0 canal conduz CF atraves da membrana plasmatica 
quando ambos NBDs tiverem ligado o ATP, e fecha quando 
0 ATP em um dos NBDs for hidrolisado a ADP e P:. 0 ca- 


FIGURAQ-1 Tres estados do regulador de condutancia transmembrana 
da fibrose cistica, CFTR. A proteina tern dois segmentos, cada qual com 
seis helices transmembrana, e tres dominios funcionalmente significativos 
se estendem a partir da superficie citoplasmatica: NBD^ e NBD 2 (em verde) 
sao dominios de ligagao nucleotidica que ligam ATP, e um dominio regula- 
torio R (em azul) e o sitio de fosforilagao pela proteina-cinase dependente 
de cAMR Quando esse dominio R e fosforilado, mas o ATP nao se liga aos 
NBD (esquerda), o canal esta fechado. A ligagao do ATP abre o canal (cen- 
tro) ate que o ATP ligado seja hidrolisado. Quando o dominio regulatorio 
esta desfosforilado (direita), ele se liga ao dominio NBD e impede a ligagao 
de ATP e a abertura do canal. A mutagao que mais comumente ocorre 
levando a FC e a delegao da Phe^°® no dominio NBD^ (esquerda). 0 CFTR e 
um transportador ABC tipico em tudo, exceto em dois aspectos: a maioria 
dos transportadores ABC nao possui dominio regulatorio, e o CFTR atua 
como um canal ionico (para Cl”), nao como um transportador tipico. 


Canal fechado 

Dominio R fosforilado 
Nenhum ATP ligado aos NBD 


Fora 



ooc 



FIGURA Q-2 0 muco na superficie dos pulmoes aprisiona as bacterias. 

Em pulmoes sadios (mostrado aqui), estas bacterias sao mortas e varridas 
para fora pela agao dos cilios. Na FC, este mecanismo esta prejudicado, 
resultando em infecgoes recorrentes e lesao progressiva dos pulmoes. 

nal de CF e posteriormente regulado pela fosforilagao de 
varies residues de Ser ne deminie regulatdrie, catalisade 
pela preteine-cinase dependente de cAMP (Capitule 12). 
Quande e deminie regulatdrie nae e fesferilade, e canal 
de CF esta fechade. A mutagae respensavel pela FC em 
70% des cases resulta em delegae de residue de Phe na 
pesigae 508. A preteina resultante debra incerretamente, 
e que interfere cem sua insergae na membrana plasmati¬ 
ca, resultande em um mevimente reduzide de CF e HgO 
atraves da membrana plasmatica de celulas epiteliais que 
revestem as vias aereas (Figura Q-2) e e trate digestdrie, 
assim ceme glandulas exdcrinas (pancreas, glandulas su- 
deriparas, ductes biliares e canals deferentes). 

A secregae liquida e essencial para manter e muce na 
superficie des alveeles pulmenares na viscesidade exata 
para capturar e eliminar micrerganimes que sac inaladcs. 

A expcrtagac diminuida de CF e acempanhada pela 
expcrtagac diminuida de agua das celulas, tcrnandc c 
muce desidratadc, espessc e excessivamente pegajosc na 
superficie das celulas. Em circunstancias ncrmais, os ci¬ 
lios das celulas epiteliais que revestem a superficie interna 
dos pulmoes removem constantemente as bacterias que 

se instalam nesse 


Canal aberto 

Dominio R fosforilado 
ATP ligado aos NBD 

cr 


Canal fechado 

Dominio R desfosforilado 
Nenhum ATP ligado aos NBD 


Dentro 




OOC 


muco, mas 0 muco 
espesso em indivi¬ 
duos com FC impe¬ 
de esse processo. 
Isso acarreta infec¬ 
goes frequentes por 
bacterias como S. 
aureus e P. aerugi¬ 
nosa, causando um 
dano progressive 
aos pulmoes e efi- 
ciencia respiratoria 
reduzida. Insufi¬ 
ciencia respirato¬ 
ria e comumente a 
causa de morte em 
pessoas com FC. 
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TABELA11-4 


ouH^ 


Organismo/teddo/ 
tlpo celular 

Soluto 

transportado 
(movendo-se 
contra seu 
gradiente) 

Soluto 

cotransportado 
(movendo-se a favor 
de seu gradiente 

Tlpo de 
transporte 

E. Coli 

Lactose 

H" 

Simporte 


Prolina 


Simporte 


Acidos dicar- 
boxilicos 

H" 

Simporte 

Intestino, rim 

Glicose 

Na+ 

Simporte 

(vertebrados) 

Aminoacidos 

Na^ 

Simporte 

Celulas de verte¬ 
brados (muitos 
tipos) 

Ca"^ 

Na^ 

Antiport e 

Plantas supe- 
riores 

K" 

H" 

Antiport e 

Fungos (Neuros- 
pora) 

K" 


Antiport e 


0 transportador de lactose (lactose-permease ou 
galactosideo-permease) da E. coli e o prototipo bem estu- 
dado de cotransportadores impulsionados por protons. Essa 
protema consiste em uma cadeia polipeptidica unica (417 
residuos) que funciona como um monomero, transportando 
um proton e uma molecula de lactose para a celula, com acu- 
mulo resultante de lactose (Figura 11-41). AE. coli nor- 
malmente produz um gradiente de protons e cargas atraves 
da membrana plasmatica pela oxidagao de combustiveis e 
uso da energia de oxidagao para bombear protons para fora. 
(Esse mecanismo e discutido em detalhe no Capitulo 19.) A 
bicamada lipidica e impermeavel a protons, mas o transpor¬ 


tador de lactose prove um caminho para a reentrada dos pro¬ 
tons, e a lactose e simultaneamente carregada para dentro 
da celula por simporte. 0 acumulo endergonico de lactose 
e, portanto, acoplado ao fluxo exergonico de protons para 
dentro da celula, com variagao de energia livre total negativa. 

0 transportador de lactose e um membro da superfa- 
milia facilitadora principal (SFP) de transportadores, 
que compreende 28 famflias. Quase todas as protemas nes- 
sa superfamflia tern 12 dommios transmembrana (algumas 
poucas excegoes tern 14). As protemas compartilham rela- 
tivamente pouca homologia de sequencia, mas a semelhan- 
ga entre as suas estruturas secundarias e a topologia sugere 
uma estrutura terciaria comum. A resolugao cristalografica 
do transportador de lactose da E. coli da uma ideia dessa 
estrutura geral (Figura ll-42a). A protema tern 12 heli¬ 
ces transmembrana, e algas de conexao projetam-se para o 
citoplasma ou para o espago periplasmatico (entre a mem¬ 
brana plasmatica e a membrana externa ou parede celular). 
As seis helices aminoterminais e as seis carboxiterminais 
formam dommios muito semelhantes, para produzir uma 
estrutura com simetria aproximadamente dupla. Na forma 
cristalizada da protema, uma grande cavidade aquosa e ex- 
posta no lado citoplasmatico da membrana. 0 sitio de liga- 
gao do substrato encontra-se na cavidade, mais ou menos 
no centro da membrana. 0 lado do transportador voltado 
para fora (face periplasmatica) e firmemente fechado, e ne- 
nhum canal e grande o suficiente para permitir a entrada de 
lactose. 0 mecanismo proposto para a passagem transmem¬ 
brana do substrato (Figura 11-42b) envolve ummovimento 
oscilatorio entre os dois dommios, impulsionado pela liga- 
gao do substrato e pelo movimento dos protons, expondo 
o dommio de ligagao ao substrato alternativamente ao cito¬ 
plasma e ao periplasma. Esse modelo de “banana oscilante” 
e semelhante ao mostrado na Figura 11-32 para o GLUTl. 

Como o movimento de protons para dentro da celula 
esta acoplado a captagao de lactose? Estudos geneticos 
extensos do transportador de lactose estabeleceram que. 



Transportador 
de lactose 
(permease) 


Lactose 

(fora) 


Bomba de proton 
(inibida por CN“) 


(dentro) 


(b) 



FIGURA 11-41 Captagao de lactose na E co//. (a) 0 transporte primario 
de para fora da celula, impulsionado pela oxidapao de uma grande varie- 
dade de combustiveis, estabelece tanto um gradiente de protons quanto 
um gradiente eletrico (negative dentro) atraves da membrana. 0 transpor¬ 
te ativo secundario de lactose para dentro da celula envolve o simporte de 
e de lactose pelo transportador de lactose. A captagao de lactose contra 
o seu gradiente e completamente dependente desse influxo de protons 


impulsionado pelo gradiente eletroquimico. (b) Quando as reapoes me- 
tabolicas de oxidapao produtoras de energia sao bloqueadas pelo cianeto 
(CN”), o transportador de lactose permite o equilibrio de lactose atraves da 
membrana via transporte passive. Mutapoes que afetam o Glu^^^ ou a Arg^°^ 
apresentam o mesmo efeito que o cianeto. A linha pontilhada representa a 
concentrapao de lactose no meio circundante. 
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Espa^o 

periplasmatico 


Citoplasma 


FIGURA 11-42 O transportador de lactose (lactose-permease) da E 
co/f. (a) Representagao em forma de fita em uma visao paralela ao piano 
da membrana que mostra as 12 helices transmembrana dispostas em dois 
dominios aproximadamente simetricos, em diferentes tons de roxo. Na for¬ 
ma da proteina para a qual a estrutura cristalina foi determinada, o substrate 
aqucar (em vermelho) esta ligado proximo ao centro da membrana onde o 
aqucar esta exposto ao citoplasma (derivado do PDB ID 1PV7). (b) A segunda 


conformaqao postulada do transportador (PDB ID 2CEQ), relacionada a pri- 
meira por uma mudanqa conformacional grande e reversivel na qual o sitio 
de ligaqao do substrate e exposto primeiro ao periplasma, de onde a lactose 
e captada, e entao ao citoplasma, para onde a lactose e liberada. A intercon- 
versao entre as duas formas e conduzida por mudanqas no pareamento de 
cadeias laterals carregadas (protonaveis) como as do Glu^^^ e da Arg^“ (em 
verde), o que e afetado pelo gradiente de protons transmembrana. 


dos 417 residuos da proteina, apenas 6 eram absolutamen- 
te essenciais para o cotransporte de e lactose - alguns 
para a ligagao da lactose, outros para o transporte do pro¬ 
ton. A mutagao em qualquer um dos dois residuos (Glu^^^ e 
Arg^°^; Figura 11-42) resulta em uma proteina ainda capaz 
de catalisar a difusao facilitada da lactose, mas incapaz de 
acoplar o fluxo de ao transporte de lactose “morro aci- 
ma”. Um efeito semelhante e observado em celulas do tipo 
selvagem (nao mutadas) quando sua capacidade de gerar 
um gradiente de protons e bloqueada com CN~: o transpor¬ 
tador faz difusao facilitada normalmente, mas nao consegue 
bombear lactose contra o gradiente de concentragao (Fi¬ 
gura 11-4lb). 0 equilibrio entre as duas conformagoes do 
transportador de lactose e afetado por mudangas no parea¬ 
mento de carga entre as cadeias laterais de Glu^^^ e Arg^°^. 

Em celulas epiteliais do intestino, a glicose e certos ami- 
noacidos sao acumulados por simporte com Na^, a favor 
do gradiente de Na"^ estabelecido pela Na’^K^-ATPase da 
membrana plasmatica (Figura 11-43). A superficie apical 
da celula epitelial intestinal e coberta com microvilosida- 



des, projegoes finas e longas da membrana plasmatica que 
aumentam muito a area da superficie exposta ao conteudo 
intestinal. Simportadores Na^-glicose na membrana 
plasmatica apical captam a glicose do intestino em um pro- 
cesso impulsionado pelo fluxo “morro abaixo” do Na^: 

2Na;,, + glicosef„,-+ glicose,,^,^ 

A energia requerida para esse processo se origina de duas 
fontes: a concentragao de Na^ maior fora do que dentro (o 
potencial quimico), e o potencial de membrana (eletrico) 
que e negative dentro e, portanto, atrai Na^ para dentro. 

PROBLEMA RESOLVID011-3 Energetica do bombeamento pelo 
simporte 


Calcule a razao maxima entre [glicose]^g^^^Q /[glicoself^^^^ que 
pode ser conseguida pelo simportador de Na^-glicose da 
membrana plasmatica de uma celula epitelial, quando [Na"^] 
e 12 mM, a e 145 mM, o potencial de membrana 

e -50 mV (negative dentro) e a temperatura e 37°C. 

Solu^ao: Usando a Equagao 11-4 (p. 412), podemos calcular 
a energia inerente ao gradiente eletroquimico de Na^- isto 
e, o custo para deslocar um ion Na^ contra o sen gradiente: 

AGt = RT In + Z^^4l 

[Na+ldent™ 

Substitui-se entao os valores-padrao de 7" e J; os valo- 
res dados de [Na^] (expresses em concentragao molar), +1 
para Z (porque o Na^ tern carga positiva), e 0,050 V para 
Ai//. Observe que o potencial de membrana e -50 mV (ne¬ 
gative dentro), e isso significa que, quando o ion se desloca 
de dentro para fora, a mudanga no potencial e 50 mV. 


FIGURA 11-43 Transporte de glicose em celulas epiteliais do intes¬ 
tino. A glicose e cotransportada com Na^ para dentro da celula epitelial 
atraves da membrana plasmatica apical. Ela se desloca ao longo da celula 
para a superficie basal, onde passa para o sangue via GLUT2, um uniportador 
passive de glicose. A Na^K^-ATPase continua a bombear Na^ para fora para 
manter o gradiente de Na^ que impulsiona a captaqao de glicose. 
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1 45 X 

^Gt = (8,315 J/mol*K)(310K) In ^^ + 

1,2 X 10^2 

1 (96.500 J/V-mol)(0,050 V) 

= 11,2 kJ/mol 

Quando o Na^ entra novamente na celula, ele libera o po- 
tencial eletroqmmico criado ao bombea-lo para fora; o AG 
para reentrada e — 11,2 kJ/mol de Na^. 

Essa e a energia potencial por mol de Na^ que esta 
dispomvel para bombear a glicose. Dado que dois ions 
Na"^ se deslocam para o interior da celula a favor de seus 
gradientes eletroqmmicos para cada glicose transportada 
por simporte, a energia dispomvel para bombear 1 mol 
de glicose e 2 X 11,2 kJ/mol = 22,4 kJ/mol. Agora e pos- 
sivel calcular a razao de concentragao maxima de glicose 
que pode ser obtida por essa bomba (a partir da Equagao 
11-3, p. 411); 


AGt =RT\n 


[glucose] dentro 

[glucose] fora 


Rearranjando, e substituindo-se os valores de AG^, R e T, 
obtem-se 


[glicose]dentro ^ ^ ^ 22,4 kJ/mol = q 69 

[glicose]fora RT (8,315 J/mol*K)(310K) 

[glicose] dentro ^8,69 

[glicose]fora 

= 5,94 X 10^ 

Assim, o cotransportador pode bombear glicose para den¬ 
tro ate que sua concentragao no interior da celula epitelial 
seja aproximadamente 6.000 vezes maior do que fora (no 
intestino). (Essa e uma razao teorica maxima, supondo um 
acoplamento perfeitamente eficiente de reentrada de Na^ e 
de captagao de glicose.) 


A medida que a glicose e bombeada do intestino para a 
celula epitelial na superficie apical, ela e simultaneamente 
transferida da celula para o sangue por transporte passivo 
por meio do transportador de glicose (GLUT2) na superfi¬ 
cie basal (Figura 11-43). 0 papel crucial do Na^ nos siste- 
mas de simporte e antiporte como aqui citado requer um 
bombeamento constante de Na^ para fora para manter o 
gradiente de Na^ transmembrana. 

Devido ao papel essencial dos gradientes ionicos no 
transporte ativo e na conservagao de energia, com- 


postos que colapsam gradientes ionicos atraves da membra- 
na sao venenos efetivos, e aqueles especificos para micror- 
ganismos infecciosos podem servir como antibioticos. Uma 
substancia desse tipo e a valinomicina, um pequeno pepti- 
deo ciclico que neutraliza a carga do ao circunda-lo com 
seis oxigenios carbonilicos (Figura 11-44). 0 peptideo hi- 
drofobico age entao como langadeira, carregando o a 
favor de seu gradiente de concentragao e reduzindo aquele 
gradiente. Compostos que langam ions atraves da membra- 
na dessa forma sao chamados de ionoforos (transportado- 
res de ions). Tanto a valinomicina quanto a monensina (um 
ionoforo carregador de Na^) sao antibioticos; eles matam 
celulas microbianas por desacoplar o processo de transpor- 



FIGURA 11-44 Valinomicina, peptideo ionoforo que liga K^. Nessa 
imagem, o contorno da superficie aparece como um envelope amarelo, atra¬ 
ves do qual estao visiveis uma estrutura em bastoes do peptideo e um ion 
de (em verde). Os atomos de oxigenio (em vermelho) que ligam fazem 
parte de uma cavidade hidrofilica central. Cadeias laterals de aminoacidos 
hidrofobicos (em amarelo) cobrem o lado de fora da molecula. Como o ex¬ 
terior do complexo K^-valinomicina e hidrofobico, o complexo prontamente 
difunde-se atraves da membrana, carregando o a favor de seu gradiente 
de concentragao. A dissipagao do gradiente ionico transmembrana resul- 
tante mata as celulas microbianas, fazendo com que a valinomicina seja um 
antibiotico potente. 


te ativo secundario das reagoes de conservagao de energia. 
A monensina e amplamente utilizada como agente antifun- 
gico e antiparasitario. ■ 

As aquaporinas formam canals hidrofi'licos 
transmembrana para a passagem de agua 

Uma familia de proteinas inte- 
grais de membrana descoberta 
por Peter Agre, as aquaporinas 
(AQP) provem canais para movi- 
mentos rapidos de moleculas de 
agua atraves de todas as mem- 
branas plasmaticas. Aquaporinas 
sao encontradas em todos os or- 
ganismos, e multiplos genes de 
aquaporinas estao geralmente 
presentes, codificando proteinas 
similares, mas nao identicas. 
Onze aquaporinas sao conheci- 
das em mamiferos, cada uma 
com papel e localizagao especificos (Tabela 11-5). Os eri- 
trocitos, que incham e murcham rapidamente em resposta 
a mudangas abruptas na osmolaridade extracelular a medi¬ 
da que o sangue passa pela medula renal, possuem uma alta 
densidade de aquaporinas em sua membrana plasmatica 
(2 X 10^ copias de AQPl por celula). A secregao de agua 
pelas glandulas exocrinas que produzem suor, saliva e lagri- 
mas ocorre por meio das aquaporinas. Sete aquaporinas di- 
ferentes exercem fungoes na produgao de urina e na reten- 
gao de agua no nefron (a unidade funcional do rim). Cada 
AQP renal tern uma localizagao especifica no nefron, e cada 
uma tern propriedades e caracteristicas regulatorias especi- 
ficas. Por exemplo, a AQP2 nas celulas epiteliais dos ductos 
coletores renais e regulada pela vasopressina (tambem cha- 
mada de hormonio antidiuretico): mais agua e reabsorvida 
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TABELA11-5 


Caracteristicas de permeabilidade e distribui^ao predominante de aquaporinas conhecidas de mamiferos 


Aquaporina 

Permeante (permeabilidade) 

Distribui^ao no tecido 

Distribui^ao subcelular^ 

AQPO 

Agua (baixa) 

Cristalino 

Membrana plasmatica 

AQPl 

Agua (alta) 

Eritrocito, rim, pulmao, endotelio vas¬ 
cular, cerebro, olhos 

Membrana plasmatica 

AQP2 

Agua (alta) 

Rim, vaso deferente 

Membrana plasmatica apical, vesiculas 
intracelulares 

AQP3 

Agua (alta), glicerol (alta), ureia (mo- 
derada) 

Rim, pele, pulmao, olhos, colo 

Membrana plasmatica basolateral 

AQP4 

Agua (alta) 

Cerebro, musculo, rim, pulmao, esto- 
mago, intestino delgado 

Membrana plasmatica basolateral 

AQP5 

Agua (alta) 

Glandula salivar, glandula lacrimal, 
glandula sudoripara, pulmao, cornea 

Membrana plasmatica apical 

AQP6 

Agua (baixa), anions (NOg" > CP) 

Rim 

Vesiculas intracelulares 

AQP7 

Agua (alta), glicerol (alta), ureia (alta) 

Tecido adiposo, rim, testiculo 

Membrana plasmatica 

AQP8^ 

Agua (alta) 

Testiculo, rim, figado, pancreas, intesti¬ 
no delgado, colo 

Membrana plasmatica, vesiculas intra¬ 
celulares 

AQP9 

Agua (baixa), glicerol (alta), ureia 
(alta), arsenito 

Figado, leucocito, cerebro, testiculo 

Membrana plasmatica 

AQPIO 

Agua (baixa), glicerol (alta), ureia 
(alta) 

Intestino delgado 

Vesiculas intracelulares 


Fonte: Dados extraidos de King, L.S., Kozono, D., & Agre, P. (2004). From structure to disease: the evolving tale of aquaporin biology. Rev. Mol Cell Biol. 5, 688. 

* Aquaporinas presentes principalmente na membrana apical ou basolateral estao indicadas como localizadas em uma dessas membranas; aquelas presentes em ambas 
as membranas sao descritas como localizadas na membrana plasmatica. 
t AQP8 tambem poderia ser permeada pela ureia. 


no rim quando os niveis de vasopressina estiverem altos. 
Camundongos mutantes sem o gene da AQPl apresentam 
uma eliminagao urinaria aumentada (poliuria) e uma capa- 
cidade reduzida em concentrar a urina, resultado da per¬ 
meabilidade diminuida a agua no tubulo proximal. Em hu- 
manos, as AQP com defeitos geneticos sao conhecidas por 
serem responsaveis por uma grande variedade de doengas, 
incluindo uma forma relativamente rara de diabetes que e 
acompanhada por poliuria (Quadro 11-1). 

Moleculas de agua fluem por um canal de AQPl a uma 
taxa aproximada de 10^ s~\ Para comparagao, o mais alto 
numero de renovagao para uma enzima e o da catalase, 4 X 
10^ s~\ e muitas enzimas tern numeros de renovagao entre 
ls~^el0^s~^ (ver Tabela 6-7). A baixa energia de ativagao 
para a passagem de agua pelos canais de aquaporina (AG^ 
<15 kJ/mol) sugere que a agua desloca-se pelos canais 
em um fluxo continue, no sentido definido pelo gradiente 
osmotico. (Para uma discussao sobre osmose, ver p. 56.) 
As aquaporinas nao permitem a passagem de protons (ions 
hidronio, HgO"^) que poderiam colapsar os gradientes ele- 
troquimicos da membrana. Qual e a base dessa seletividade 
extraordinaria? 

Encontra-se essa resposta na estrutura da AQPl, deter- 
minada por cristalografia por raios X. A AQPl (Figura 11- 
45a) consiste em quatro monomeros identicos (cada um 
com = 28.000), e cada um deles forma um poro trans- 
membrana com um diametro suficiente para permitir a pas¬ 
sagem de moleculas de agua em fila unica. Cada monome- 
ro tern seis segmentos helicoidais transmembrana e duas 


helices menores, ambas contendo a sequencia Asn-Pro-Ala 
(NPA). As seis helices transmembrana formam um poro ao 
longo do monomero, e duas algas curtas contendo as se- 
quencias NPA se estendem, a partir de lados opostos, para 
o centre da bicamada. Suas regioes NPA se sobrepoem no 
centre da membrana para formar parte do filtro de espe- 
cificidade - a estrutura que permite que apenas a agua o 
atravesse (Figura 11-45b). 

0 canal de agua se estreita ate um diametro de 2,8 A 
proximo ao centre da membrana, restringindo severamente 
o tamanho das moleculas que podem passar por ali. A carga 
positiva de um residue de Arg altamente conservado nesse 
afunilamento impede a passagem de cations como o HgO^. 
Os residues que revestem o canal de cada monomero de 
AQPl geralmente sao apolares, mas oxigenios carbonilicos 
no esqueleto do peptideo, projetando-se para a parte es¬ 
treita do canal em intervalos, podem fazer ligagoes de hi- 
drogenio com moleculas de agua individuals a medida que 
atravessam o canal; os dois residues de Asn (Asn^® e Asn^^^) 
nas algas NPA tambem formam ligagoes de hidrogenio com 
a agua. A estrutura do canal nao possibilita a formagao de 
uma cadeia de moleculas de agua proxima o suficiente para 
permitir o salto de protons (ver Figura 2-14), que poderia 
efetivamente movimentar protons atraves da membrana. 
Residues criticos de Arg e His e dipolos eletricos formados 
pelas helices curtas das algas NPA provem cargas positivas 
que repelem quaisquer protons que poderiam vazar pelo 
poro, impedindo ligagoes de hidrogenio entre moleculas de 
agua adjacentes. 
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Repulsao 

eletrostatica 


FIGURA11-45 Aquaporina. A proteina e urn tetramero de subunidades 
identicas, cada qual com urn poro transmembrana. (a) Urn monomero da 
aquaporina de espinafre SoPIP2;l (derivado do PDB ID 2B5F), visto no piano 
da membrana. As helices formam urn poro central, e dois segmentos heli- 
coidais curtos (em verde) contem as sequencias Asn-Pro-Ala (NPA), encon- 
tradas em todas as aquaporinas que formam parte do canal de agua. (b) 
Esse desenho de aquaporina 1 bovina (derivado do PDB ID 1J4N) mostra 
que o poro (em marrom; preenchido com moleculas de agua mostradas 
em vermelho e branco) se estreita em His^^° para urn diametro de 2,8 A 


(aproximadamente o tamanho da molecula de agua), limitando a passa- 
gem de moleculas maiores do que Hp. A carga positiva de Arg^^^ repele 
cations, incluindo o H 30 ^, impedindo sua passagem pelo poro. As duas he¬ 
lices curtas mostradas em verde estao orientadas com seus dipolos carre- 
gados positivamente apontando para o poro, de forma a forpar a molecula 
de agua a se reorientar a medida que o atravessa; isso quebra as cadeias de 
ligapoes de hidrogenio nas moleculas de agua, impedindo a passagem de 
protons pelo"salto de protons". 


Uma aquaporina isolada de espinafre e conhecida como 
“portao” - aberto quando dois residuos de Ser criticos pro- 
ximos a extremidade intracelular do canal sao fosforilados, 
e fechado quando sao desfosforilados. Ambas as estruturas 
aberta e fechada foram determinadas por cristalografia. A 
fosforilagao favorece a conformagao que pressiona dois re¬ 
siduos de Leu proximos e um residue de His para o interior 
do canal, bloqueando o movimento de agua alem daquele 
ponto e efetivamente fechando o canal. Outras aquaporinas 
sao reguladas de outras formas, permitindo mudangas rapi- 
das na permeabilidade da membrana a agua. 

Embora em geral altamente especificas para a agua, algu- 
mas AQP tambem permitem a passagem de glicerol ou ureia 
em altas taxas (Tabela 11-5); acredita-se que essas AQP se- 
jam importantes no metabolismo do glicerol. A AQP7, por 
exemplo, encontrada em membranas plasmaticas de adipo- 
citos (celulas de gordura), transportam glicerol de maneira 
eficiente. Camundongos com AQP7 defeituosa desenvolvem 
obesidade e diabetes nao dependente de insulina, presumi- 
velmente como resultado de sua incapacidade de deslocar o 
glicerol para dentro ou para fora dos adipocitos a medida que 
os triacilglicerois sao convertidos em acidos graxos livres e 
glicerol, e que o glicerol e acilado a triacilglicerol. 


Canals ionicos seletivos permitem o movimento rapido 
de ions atraves das membranas 

Canais ionicos seletivos - primeiramente reconhecidos 
em neuronios, estando tambem presentes na membrana 
plasmatica de todas as celulas, assim como nas membra¬ 
nas intracelulares em eucariotos - proporcionam outro 
mecanismo para deslocar ions inorganicos atraves da mem¬ 
brana. Canais ionicos, junto com as bombas ionicas como 
a Na^K^-ATPase, determinam a permeabilidade da mem¬ 
brana plasmatica a ions especificos e regulam a concen- 
tragao citosolica de ions e o potencial de membrana. Em 
neuronios, mudangas muito rapidas na atividade dos canais 
ionicos causam mudangas no potencial de membrana (po- 
tenciais de agao) que carregam sinais de uma extremidade 
do neuronio para a outra. Em miocitos, a abertura rapida 
de canais de Ca^^ no reticulo sarcoplasmatico libera o Ca^^ 
que desencadeia a contragao muscular. As fungoes de sina- 
lizagao de canais ionicos serao abordadas no Capitulo 12. 
Aqui sera descrita a base estrutural para a fungao do canal 
ionico, usando exemplos como o canal de controlado por 
voltagem, o canal de Na^ neuronal e o canal ionico receptor 
de acetilcolina. 
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Canais ionicos sao distintos de transportadores ionicos 
em pelo menos ties aspectos. Primeiro, a velocidade de flu- 
xo pelos canais pode ser varias ordens de magnitude maior 
do que o numero de renovagao para o transportador - 10^ 
a 10® ions/s para um canal ionico, aproximando-se do maxi- 
mo teorico para difusao irrestrita. Em contrapartida, a ve¬ 
locidade de renovagao da Na^K’^-ATPase e de aproximada- 
mente 100 Segundo, canais ionicos nao sao saturaveis: 
as velocidades nao se aproximam de um maximo em con- 
centragao alta de substrate. Terceiro, eles sao abertos em 
resposta a algum evento celular. Em canais controlados 
por ligante (geralmente oligomericos), a ligagao de uma 
pequena molecula extracelular on intracelular forga uma 
transigao alosterica na proteina, que abre on fecha o ca¬ 
nal. Em canais ionicos controlados por voltagem, uma 
mudanga no potencial eletrico transmembrana causa 
uma movimentagao no dominio da proteina carregada em 
relagao a membrana, abrindo on fechando o canal. Ambos 
os tipos de controles, on portoes, podem ser muito rapidos. 
Um canal geralmente se abre em uma fragao de milissegun- 
do e pode permanecer aberto durante apenas milissegun- 
dos, tornando esses dispositivos moleculares efetivos para a 
transmissao muito rapida de sinal no sistema nervoso. 

A fun^o do canal ionico e medida eletricamente 

Como um unico canal ionico permanece aberto durante 
apenas alguns poucos milissegundos, monitorar esse pro- 
cesso esta alem do limite da maioria das medidas bioquimi- 
cas. Portanto, fluxes ionicos devem ser medidos eletrica¬ 
mente, tanto como variagoes em (na faixa de milivolt) 
quanto como corrente eletrica (na faixa de microampere 


on picoampere) usando-se microeletrodos e amplificadores 
apropriados. Na tecnica de fixagao de membrana (patch- 
-clamping') desenvoMda por Erwin Neher e Bert Sakmann 
em 1976, correntes muito pequenas sao medidas atraves de 
uma regiao muito pequena da superficie da membrana con- 
tendo apenas uma on poucas moleculas de canais ionicos 
(Figura 11-46). 0 pesquisador pode medir a intensidade 
e a duragao da corrente que flui durante uma abertura do 
canal ionico e pode determinar o quao frequente o canal se 
abre e como essa frequencia pode ser afetada por potencial 
de membrana, ligantes regulatorios, toxinas e outros agen- 
tes. Estudos de fixagao de membrana mostraram que uma 
quantia de 10^ ions pode se deslocar por um unico canal io¬ 
nico em 1 ms. Tal fluxo ionico representa uma amplificagao 
imensa do sinal inicial; por exemplo, apenas duas moleculas 
de acetilcolina sao necessarias para abrir o canal receptor 
(como descrito a seguir). 



Erwin Neher 



Bert Saknnann 



a membrana plasmatica 


2pA L 
50 ms 


retirado da celula 



membrana 


FIGURA 11-46 Medida eletrica da fun^ao do canal ionico. A 

"atividade" de um canal ionico e estimada por meio uma medida 
do fluxo de ions atraves do canal, usando-se a tecnica de fixapao 
de membrana. Uma micropipeta e pressionada contra a superficie 
celular, e uma pressao negativa aplicada na pipeta forma um se- 
lamento por pressao entre a pipeta e a membrana. A medida que 
a pipeta e puxada da celula, ela puxa tambem um pedaqo muito 
pequeno da membrana (que pode center um ou poucos canais 
ionicos). Depois de colocar o pedaqo da membrana mantido pela 
pipeta em soluqao aquosa, o pesquisador pode medir a atividade 
do canal na forma de corrente eletrica que flui entre o conteudo da 
pipeta e a soluqao aquosa. Na pratica, um circuito e montado de for¬ 
ma a "fixar"o potencial transmembrana em um determinado valor, e 
entao se mede a corrente que deve fluir para manter essa voltagem. 
Com detectores de corrente altamente sensiveis, os pesquisadores 
podem medir a corrente que flui por um unico canal ionico, geral¬ 
mente de poucos picoamperes. 0 traqado mostra a corrente atraves 
de um unico canal receptor de acetilcolina em funqao do tempo 
(em milissegundos), revelando o quao rapido o canal abre e fecha, o 
quao frequentemente ele se abre, e por quanto tempo permanece 
aberto. Deflexao para baixo representa abertura do canal. Fixar o \/^ 
em valores diferentes permite determinar o efeito do potencial de 
membrana sobre esses parametros da funqao do canal. 
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A estrutura do canal de revela a base de sua 

A estrutura do canal de potassio 
da bacteria Streptomyces livi- 
dans, determinada cristalogra- 
ficamente por Roderick Mackin- 
non em 1998, fornece 
informagoes importantes sobre 
como os canais ionicos funcio- 
nam. A sequencia desse canal 
ionico de bacteria esta relacio- 
nada com a de todos os outros 
canais de potassio conhecidos e 
serve como prototipo para tais 
canais, incluindo o canal de 
controlado por voltagem de 
neuronios. Entre os membros 
dessa familia de proteinas, as semelhangas nas sequencias 
sao maiores na “regiao do poro”, que contem o filtro de se- 
letividade ionica que permite ao (raio de 1,33 A) atra- 
vessar 10^ vezes mais prontamente do que o Na^ (raio de 
0,95 A) - a uma velocidade que se aproxima do limite teo- 
rico para difusao livre (em torno de 10^ lons/s). 

0 canal de consiste em quatro subunidades identicas 
que atravessam a membrana e formam um cone dentro de 
um cone que circunda o canal ionico, com a porgao larga fi¬ 
nal do cone duplo voltada para o lado extracelular (Figura 
ll-47a). Cada subunidade tern duas helices a transmembra- 
na, assim como uma terceira helice mais curta que contribui 
para a regiao do poro. 0 cone externo e formado por uma das 
helices transmembrana de cada subunidade. 0 cone interne, 
formado pelas outras quatro helices transmembrana, circun¬ 
da 0 canal ionico e cria o filtro de seletividade ionica. Visto 
de forma perpendicular ao piano da membrana, visualiza-se 
0 canal central como ample o suficiente para acomodar um 
ion metalico nao hidratado como o potassio (Figura 11-47b). 

Tanto a especificidade ionica quanto o alto fluxo atraves 
do canal sao compreendidos a partir do que conhecemos da 
estrutura do canal (Figura 11-47c). Nas superficies interna e 
externa da membrana plasmatica, a entrada para o canal tern 


especificiddde 



Roderick MacKinnon 



varies residues de aminoacidos carregados negativamente, 
que talvez aumentem a concentragao local de cations como 
e Na^. 0 caminho ionico atraves da membrana inicia (na 
superficie interna) como um canal largo preenchido com agua 
no qual o ion retem a sua esfera de hidratagao. A estabilizagao 
posterior e fornecida pelas helices curtas na regiao do poro 
de cada subunidade, com as cargas negativas parciais de sens 
dipolos eletricos apontando para o no canal. Em cerca de 
dois tergos desse caminho atraves da membrana, esse canal 
estreita-se na regiao do filtro de seletividade, forgando o ion 
a abandonar suas moleculas de agua de hidratagao. Atomos 
de oxigenio carbonilicos no esqueleto do filtro de seletivida¬ 
de substituem as moleculas de agua na esfera de hidratagao, 
formando uma serie perfeita de camadas de coordenagao 
pela qual o se move. Essa interagao favoravel com o filtro 
nao e possivel para o Na^, ja que ele e muito pequeno para 
fazer contato com todos os possiveis ligantes de oxigenio. A 
estabilizagao preferencial de e a base para a seletividade 
do filtro, e mutagoes que alteram os residuos nessa parte da 
proteina eliminam a seletividade ionica do canal. Os sitios de 
ligagao ao do filtro sao flexiveis o suficiente para colapsar 
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FIGURA 11-47 O canal de de Streptomyces lividans. (PDB ID 1BL8) (a) 
Visto do piano da membrana, o canal consiste em oito helices transmembrana 
(duas de cada uma das quatro subunidades identicas), formando um cone com 
sua parte final larga voltada para o espago extracelular. As helices internes do 
cone (com coloragao mais suave) revestem o canal transmembrana, e as heli¬ 
ces externas interagem com a bicamada lipidica. Segmentos curtos de cada 
subunidade convergem na porgao final aberta do cone para former um filtro de 
seletividade. (b) Nesta visao, perpendicular ao piano da membrana, aparecem 


as quatro subunidades dispostas ao redor de um canal central largo o suficien¬ 
te para um unico ion passer, (c) Diagrama de um canal de em seegao 
transversal, mostrando as caracteristicas estruturais criticas para a fungao. Os 
oxigenios carbonilicos (em vermelho) no filtro de seletividade do esqueleto do 
peptideo projetam-se para o canal, interagindo e estabilizando o ion que 
passa por all. Esses ligantes estao perfeitamente posicionados para interagirem 
com cada um dos cada quatro ions de K^, mas nao com os ions menores de 
Na^. Essa interagao preferencial com o e a base da seletividade ionica. 
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de forma a acomodar qualquer Na"^ que entre no canal, e essa 
mudanga conformacional fecha o canal 

Ha quatro sitios possiveis de ligagao ao ao longo do 
filtro de seletividade, cada um composto por uma “gaiola” 
de oxigenio que prove os ligantes para os Ions (Figura 
11-47c). Na estrutura cristalina, dois Ions sao visiveis 
dentro do filtro de seletividade, distantes um do outro em 
cerca de 7,5 A, e duas moleculas de agua ocupam as posigoes 
nao preenchidas. fons passam pelo filtro em fila unica; a 
repulsao eletrostatica mutua entre eles provavelmente equi- 
libra a interagao de cada ion com o filtro de seletividade e 
os mantem em movimento. 0 movimento de dois ions e 
combinado: primeiro eles ocupam as posigoes 1 e 3, e depois 
saltam para as posigoes 2 e 4. A diferenga energetica entre 
essas duas configuragoes (1, 3 e 2, 4) e muito pequena; ener- 


geticamente, o poro de seletividade nao e uma serie de mor- 
ros e vales, mas uma superficie plana, que e ideal para o mo¬ 
vimento rapido do ion atraves do canal. A estrutura do canal 
parece ter sido otimizada durante a evolugao para proporcio- 
nar velocidades maximas de fluxo e alta especificidade. 

Canais de controlados por voltagem sao estruturas 
mais complexas do que aquela ilustrada na Figura 11-47, 
mas sao variagoes do mesmo tema. Por exemplo, os ca¬ 
nais de controlados por voltagem da familia Shaker em 
mamiferos possuem um canal ionico semelhante ao canal 
bacteriano mostrado na Figura 11-47, mas com um dominio 
proteico adicional sensivel ao potencial de membrana, que 
se move em resposta a mudanga de potencial e, ao se mo¬ 
ver, desencadeia a abertura ou o fechamento do canal de 
(Figura 11-48). A helice transmembrana critica no domi- 




FIGURA11-48 Base estrutural para a abertura controlada por volta¬ 
gem no canal de K^. (PDB ID 2A79) Essa estrutura cristalina do complexo 
da subunidade Kvl.2-jS2 do cerebro de rato mostra o canal de basico 
(conforme o mostrado na Figura 11-47) com a maquinaria extra necessaria 
para tornar o canal sensivel para abrir de acordo com o potencial de mem¬ 
brana: quatro extensoes helicoidais transmembrana de cada subunidade e 
quatro subunidades jS. 0 complexo inteiro visto (a) no piano da membrana e 
(b) perpendicular ao piano (observado de fora da membrana) e representa- 
do como na Figura 11 -47, com cada subunidade em uma cor diferente; cada 
uma das quatro subunidades e colorida com a mesma cor da subunidade 
com a qual se associa. Em (b), cada helice transmembrana de uma subuni¬ 
dade (em vermelho) e numerada, de SI a S6. S5 e S6 de cada uma das qua¬ 
tro subunidades formam o canal propriamente dito e sao comparaveis as 
duas helices transmembrana de cada subunidade na Figura 11-47. SI a S4 
sao quatro helices transmembrana. A helice S4 contem os residuos de Arg 


altamente conservados, e se acredita que seja a parte principal que se mo- 
vimenta no mecanismo sensivel a voltagem. (c) Um diagrama esquematico 
do canal controlado por voltagem, mostrando a estrutura basica do poro 
(centro) e as estruturas extras que tornam o canal sensivel a voltagem; a heli¬ 
ce S4 que contem os residuos de Arg, esta em cor de laranja. Para maior cla- 
reza, as subunidades jS nao sao mostradas nesta visualizaqao. Na membrana 
em repouso, o potencial eletrico transmembrana (negative dentro) exerce 
uma atraqao sobre as cadeias laterais das Arg carregadas positivamente em 
S4, em direqao ao lado citosolico. Quando a membrana e despolarizada, a 
atraqao e reduzida e, com a reversao completa do potencial de membrana, 
S4 e empurrado em direqao ao lado extracelular. (d) Esse movimento de S4 
esta fisicamente acoplado a abertura e ao fechamento do canal de K^, que 
esta mostrado aqui em suas conformaqoes aberta e fechada. Embora o 
esteja presente no canal fechado, o poro fecha na base, proximo ao citosol, 
impedindo a passagem de K^. 
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nio sensivel a voltagem dos canais de de Shaker contem 
quatro residues de Arg; as cargas positivas nesses residues 
fazem cem que a helice se meva em relagae a membrana em 
respesta a mudangas ne campe eletrice transmembrana (e 
petencial de membrana). 

As celulas tambem tern canais que cenduzem especifi- 
camente Na"^ eu Ca^^ e excluem K^. Em cada case, a ca- 
pacidade de diferenciar catiens requer tante uma cavidade 
ne sitie de ligagae semente cem e tamanhe cerrete (nem 
muite grande nem muite pequena) para acemedar e ien, 
quante e pesicienamente precise dentre da cavidade des 
exigenies carbenilices que pedem substituir a camada de 
hidratagae des iens. Esse ajuste pede ser censeguide cem 
meleculas meneres de que preteinas; per exemple, a va- 
linemicina (Figura 11-44) pede prever e encaixe precise 
que da alta especificidade para a ligagae de um ien em vez 
de eutre. Os quimices tern prejetade meleculas pequenas 
cem especificidade muite alta para a ligagae de Li^ (raie 
de 0,60 A), Na"^ (I’aie de 0,95 A), (raie de 1,33 A), eu 
Rb^ (raie de 1,48 A). As versoes bielogicas, entretante - as 
preteinas de canais - nae apenas ligam especificamente, 
mas cenduzem iens atraves de membranas de uma ferma 
controlada. 

Canais ionicos dependentes de portao sao fundamentals 
na fun^ao neuronal 

Praticamente teda a sinalizagae rapida entre neuronies e 
sens tecides-alve (ceme e muscule) e mediada pela abertu- 
ra e e fechamente rapide de canais ionices nas membranas 
plasmaticas. Per exemple, canais de Na^ em membranas 
plasmaticas neurenais percebem e gradiente eletrice trans¬ 
membrana e respendem a mudangas per abertura eu fecha¬ 
mente. Esses canais ionices controlados por voltagem sao 
geralmente muite seletivos para o Na"^ em relagao a outros 
cations mono eu divalentes (por um fator de 100 eu mais) 
e tern velocidades de fluxo muite altas (>10^ ions/s). Fe- 
chados no estado de repouso, os canais de Na^ sao abertos 
- ativados - pela redugao do potencial de membrana; eles 
sofrem entao uma inativagao muite rapida. Alguns milisse- 
gundos apes a abertura, um canal fecha e permanece inati- 
vo por varies millssegundos. A ativagao seguida pela inati¬ 
vagao e a base da sinalizagae neuronal (ver Figura 12-26). 

Outre canal ionico muite bem estudado e o receptor 
nicotmico da acetilcolina, que atua na passagem de um 
sinal eletrice de um neuronio motor para uma fibra mus¬ 
cular na jungao neuromuscular (sinalizando para o mus¬ 
culo contrair). A acetilcolina liberada pelo neuronio motor 
difunde-se alguns poucos micrometres para a membrana 
plasmatica do miocito, onde se liga a um receptor de acetil¬ 
colina. Isso forga uma mudanga conformacional no recep¬ 
tor, causando a abertura de seu canal ionico. 0 movimento 
resultante de ions carregados positivamente para dentre do 
miocito despolariza a membrana plasmatica e desencadeia 
a contragao. 0 receptor da acetilcolina permite ao Na"^, ao 
Ca^^ e ao atravessarem o canal com a mesma facilidade, 
porem outros cations e todos os anions sao incapazes de 
passar. 0 movimento de Na^ atraves do canal ionico recep¬ 
tor da acetilcolina e insaturavel (sua velocidade e linear em 
relagao a [Na^] extracelular) e muito rapide - aproximada- 
mente 2X10^ ions/s em condigoes fisiologicas. 
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0 canal receptor para a acetilcolina e tipico entre mui- 
tos outros canais ionicos que produzem ou respondem a si- 
nais eletricos: ele tern um “portao”, que abre em resposta a 
estimulagao por uma molecula sinalizadora, e um mecanis- 
mo temporizador intrinseco, que fecha o portao apos uma 
fragao de segundo. Assim, o sinal da acetilcolina e transi- 
torio - caracteristica essencial para a condugao eletrica do 
sinal. 

Com base em semelhangas entre as sequencias de ami- 
noacidos de outros canais ionicos controlados por ligante e 
o receptor da acetilcolina, canais receptores neuronais que 
respondem as meleculas sinalizadoras extracelulares acido 
y-aminobutirico (GABA), glicina e serotonina sao agrupa- 
dos na superfamilia do receptor da acetilcolina e provavel- 
mente compartilham a estrutura tridimensional e os me- 
canismos de portao. Os receptores GABA^ e da glicina sao 
canais anionicos especificos para anions Cr ou HCOg, ao 
passo que o receptor da serotonina, assim como o receptor 
da acetilcolina, e cation-especifico. 

Outra classe de canais ionicos controlados por ligante 
responde a ligantes intracelulares: 3)5"-mononucleotideo 
de guanosina ciclico (cGMP) no olho de vertebrado, cGMP 
e cAMP em neuronios olfatorios, e ATP e inositol 1,4,5-tri- 
fosfato (IPg) em muitos tipos celulares. Esses canais sao 
compostos por subunidades multiplas, cada uma com seis 
dominies helicoidais transmembrana. As fungoes de sinali- 
zagao desses canais ionicos serao discutidas no Capitulo 12. 

A Tabela 11-6 mostra alguns transportadores discutidos 
em outros capitulos no contexto das vias onde atuam. 


Canais ionicos defeituosos podem ter consequencias 
fisiologicas graves 


A importancia de canais ionicos em processes fisiolo- 
gicos e claramente evidenciada a partir de efeitos de 
mutagoes em preteinas de canais ionicos especificos (Tabe¬ 
la 11-7, Quadro 11-2). Defeitos geneticos em canais de Na^ 
controlados por voltagem da membrana plasmatica de mio¬ 
cito resultam em doengas em que os musculos sao periodi- 
camente paralisados (como na paralisia periodica hiperca- 
lemica) ou enrijecidos (como na paramiotonia congenita). 
A fibrose cistica e o resultado de uma mutagao que altera 
um aminoacido na proteina CFTR, um canal ionico de CR; o 
processo defeituoso, aqui, nao esta na neurotransmissao, 
mas na secregao de varias celulas glandulares exocrinas 
com atividades vinculadas ao fluxo de ions CR. 

Muitas toxinas que ocorrem naturalmente atuam em 
canais ionicos, e a potencia dessas toxinas ilustra a impor¬ 
tancia da fungao do canal ionico normal. A tetrodotoxina 
(produzida pelo baiacu, Sphaeroides ruhripes) e a saxito- 
xina (produzida pelo dinoflagelado Gonyaulax, que causa 
as “mares vermelhas”) atuam ligando-se aos canais de Na^ 
com abertura de portao controlada por voltagem em neuro¬ 
nios, impedindo os potenciais de agao normais. 0 baiacu e 
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TABELA11-6 


Sistemas de transporte descritos em outros locals deste texto 


Sistema de transporte e local 

Figura 

Fun^ao 

Antiportador do nucleotideo adenina na membrana inter¬ 
na mitocondrial 

19-30 

Importa ADP substrato para a fosforilagao oxidativa e 
exporta ATP produto 

Receptor/canal de acetilcolina 

12-28 

Sinaliza contragao muscular 

Transportador de acil-carnitina/carnitina na membrana 
mitocondrial interna 

17-6 

Importa acidos graxos para a matriz para oxidagao j8 

Simportador de P.-H^ na membrana mitocondrial interna 

19-30 

Fornece Pj para a fosforilagao oxidativa 

Transportador do malato-a-cetoglutarato na membrana 
mitocondrial interna 

19-31 

Inicia 0 transporte de equivalentes redutores (como ma- 
lato) da matriz para 0 citosol 

Transportador glutamato-aspartato da membrana mito¬ 
condrial interna 

19-31 

Completa 0 transporte iniciado pela langadeira malato-a- 
-cetoglutarato 

Transportador de citrato na membrana mitocondrial 
interna 

21-10 

Prove citrato citosolico como fonte de acetH-CoA para 
sintese de lipideos 

Transportador de piruvato na membrana mitocondrial 
interna 

21-10 

E parte do mecanismo de transporte do citrato da matriz 
para 0 citosol 

Transportador de acidos graxos na membrana plasmatica 
de miocito 

17-3 

Importa acidos graxos para combustivel 

Transportadores de protons dos complexos I, Ill e IV na 
membrana mitocondrial interna 

19-16 

Atuam como mecanismos de conservagao de energia na 
fosforilagao oxidativa, convertendo fluxo de eletrons em 
gradiente de protons 

Termogenina (protema 1 desacopladora), um poro de 

19-36, 

Permite a dissipagao do gradiente de protons na mito- 

protons na membrana mitocondrial interna 

23-34 

condria como forma de termogenese e/ou elrminagao de 
excesso de combustivel 

Complexo citocromo bf, um transportador de proton da 
membrana tilacoide do cloroplasto 

19-61 

Atua como bomba de protons, movida pelo fluxo de ele¬ 
trons pelo esquema Z; fonte de gradiente de protons para 
a sintese de ATP na fotossintese 

Bacteriorrodopsina, uma bomba de protons impulsionada 
pela luz 

19-69 

E uma fonte de gradiente de protons impulsionada pela 
luz, para a sintese de ATP em bacterias halofilicas 

ATPase / ATP-sintase na membrana mitocondrial 

19-25 

Interconversao de energia do gradiente de protons e do 

interna, tilacoide do cloroplasto e membrana plasmatica 
bacteriana 

19-62a 

19-66 

ATP durante a fosforilagao oxidativa e fotofosforHagao 

Antiportador P.-triose-fosfato na membrana interna de 

20-15 

Exporta produto fotossintetico do estroma; importa P- 

cloroplasto 

20-16 

para a sintese de ATP 

Transportador de protema bacteriana 

27-44 

Exporta proteinas secretadas atraves da membrana plas¬ 
matica 

Trasladase proteica do RE 

27-38 

Transporta proteinas para 0 RE com destino a membrana 
plasmatica, secregao on organelas 

Trasladase proteica no poro nuclear 

27-42 

Permuta proteinas entre 0 nucleo e 0 citoplasma 

Receptor LDL em membrana plasmatica celular animal 

21-41 

Importa, por endocitose mediada por receptor, particulas 
que carregam lipideo 

Transportador de glicose de membrana plasmatica da 
celula animal; regulado pela insulina 

12-16 

Aumenta a capacidade do tecido muscular e adiposo na 
captagao de excesso de glicose a partir do sangue 

Canal de Ca^^ controlado por IP3 no RE 

12-10 

Permite a sinalizagao via alteragao de [Ca^^ ] citosolico 

Canal de Ca^^ controlado por cGMP dos cones e bastone- 
tes da retina 

12-37 

Permite a sinalizagao via rodopsma ligada a fosfodiestera- 
se dependente de cAMP em olho de vertebrados 

Canal de Na^ controlado por voltagem 

12-26 

Cria potenciais de agao na transmissao neuronal de sinal 
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TABELA11-7 


Algumas doen^as resultantes de defeitos em canais ionicos 


Canal ionico 

Gene afetado 

Na^ (portao controlado por voltagem, musculo 
esqueletico) 

SCN4A 

Na^ (portao controlado por voltagem, neuronal) 

SCNIA 

Na^ (portao controlado por voltagem, musculo 
cardiaco) 

SCN5A 

Ca^^ (neuronal) 

CACNAIA 

Ca^^ (portao controlado por voltagem, retina) 

CACNAIF 

Ca^^ (policistina-1) 

PKDl 

(neuronal) 

KCNQ4 

(portao controlado por voltagem, neuronal) 

KCNQ2 

Cation nao especifico (portao controlado por 
cGMP, retinal) 

CNCGl 

Receptor de acetilcolina (musculo esqueletico) 

CHRNAl 

cr 

CFTR 


Doen^a 

Paralisia periodica hipercalemica (ou paramiotonia 
congenita) 

Epilepsia generalizada com convulsoes febris 
Smdrome 3 do QT longo 

Enxaqueca hemiplegica familiar 
Cegueira noturna estacionaria congenita 
Doenga renal policistica 
Surdez dominante 

Convulsoes neonatais familiares benignas 
Retinite pigmentosa 

Smdrome miastenica congenita 
Fibrose cistica 


um ingrediente da iguaria japonesa fugu, que pode ser pre- 
parada apenas por cozinheiros especialmente treinados para 
separar o petisco suculento do veneno mortal. Ingerir um 
marisco que tenha se alimentado de Gonyaulax tambem 
pode ser fatal; os mariscos nao sao sensiveis a saxitoxina, 
mas ela se concentra em seus musculos, o que os torna al- 
tamente venenosos a organismos mais elevados na cadeia 
alimentar. 0 veneno da serpente mamba preta contem den- 
drotoxina, que interfere com os canais de controlados 
por voltagem. A tubocurarina, o componente ativo do cura¬ 
re (usado como veneno em flechas na regiao amazonica), e 
duas outras toxinas de venenos de serpentes, a cobrotoxina 
e a bungarotoxina, bloqueiam o receptor da acetilcolina ou 
impedem a abertura de seu canal ionico. Todas essas toxinas 
causam paralisia e, possivelmente, a morte, pelo bloqueio de 
sinais dos nervos para os musculos. Olhando pelo lado oti- 
mista, a afinidade extremamente alta da bungarotoxina pelo 
receptor da acetilcolina (K^ = m) tern se mostrado util 
experimentalmente: a toxina radiomarcada foi usada para 
quantificar o receptor durante sua purificagao. ■ 

RESUM011.3 Transporte de solutes atraves da membrana 

► 0 movimento de compostos polares e de ions atraves 
de membranas biologicas requer proteinas transporta- 
doras. Alguns transportadores simplesmente facilitam 
a difusao passiva atraves da membrana a partir de um 
lado com concentragao mais alta para o lado com con- 
centragao mais baixa. Outros transportam solutos con¬ 
tra o gradiente eletroquimico; isso requer uma fonte de 
energia metabolica. 

► Os carreadores, da mesma forma que as enzimas, apre- 
sentam saturagao e estereoespecificidade para seus 
substrates. 0 transporte via tais sistemas pode ser 
passive ou ativo. 0 transporte ativo primario e movido 
por ATP ou por reagoes de transference de eletrons; 
o transporte ativo secundario e movido pelo fluxo aco- 


plado de dois solutos, um dos quais (geralmente ou 
Na^) flui a favor de seu gradiente eletroquimico en- 
quanto o outro e levado contra o seu gradiente. 

► Os transportadores GLUT, como o GLUTl de eritrocitos, 
carregam glicose para as celulas por difusao facilitada. 
Esses transportadores sao uniportadores, carregando 
apenas um substrate. Simportadores permitem a passa- 
gem simultanea de duas substancias no mesmo sentido. 
Exemplos: o transportador de lactose da E. coli, movi¬ 
do pela energia de um gradiente de protons (simporte 
lactose-H^), e o transportador de glicose das celulas 
epiteliais no intestine, impulsionado pelo gradiente de 
Na^ (simporte glicose-Na"^). Antiportadores controlam 
a passagem simultanea de duas substancias em sentidos 
opostos; exemplos sao o trocador de cloreto-bicarbona- 
to em eritrocitos e a Na^K'^-ATPase ubiqua. 

► Em celulas animals, a Na^K^-ATPase mantem as dife- 
rengas nas concentragoes extracelular e citosolica de 
Na^ e K"^, e o gradiente resultante de Na^ e usado como 
fonte de energia para uma variedade de processes de 
transporte ativo secundario. 

► A Na^K'^-ATPase da membrana plasmatica e os trans¬ 
portadores de Ca^^ dos reticules sarcoplasmatico e 
endoplasmatico (as bombas SERCA) sao exemplos de 
ATPases do tipo P; elas sofrem fosforilagao reversivel 
durante o seu ciclo catalitico. Bombas de proton ATPa¬ 
ses do tipo F (ATP-sintases) sao fundamentals nos me- 
canismos de conservagao de energia em mitocondrias e 
cloroplastos. ATPases do tipo V produzem gradientes de 
protons atraves de algumas membranas intracelulares, 
incluindo membranas vacuolares de plantas. 

► Transportadores ABC carregam uma grande variedade 
de substrates (incluindo muitos farmacos) para fora das 
celulas, usando ATP como fonte de energia. 

► lonoforos sao moleculas soluveis em lipideos que ligam 
ions especificos e os carregam passivamente atraves de 
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membranas, dissipando a energia dos gradientes eletro- 
quimicos. 

► A agua atravessa a membrana pelas aquaporinas. Algu- 
mas aquaporinas sao reguladas; algumas tambem trans- 
portam glicerol on ureia. 

► Canais ionicos provem poros hidrofilicos pelos quais 
ions selecionados podem se difundir, diminuindo sens 
gradientes eletricos on quimicos; eles tern a caracte- 
ristica de serem insaturaveis, tern velocidades de fluxo 
muito altas, e sao altamente especificos para um deter- 
minado ion. A maioria funciona com portao controla- 
do por voltagem on ligante. 0 canal de Na^ neuronal e 
controlado por voltagem, e o canal ionico receptor de 
acetilcolina e controlado por esse neurotransmissor, o 
qual desencadeia mudangas conformacionais que abrem 
e fecham o caminho transmembrana. 


Termos-chave 

Os termos em negrito estdo definidos no glossdrio. 


modelo do mosaico 
fluido 387 
micela 387 
bicamada 387 
vesicula 388 
protemas integrals de 
membrana 389 
protemas perifericas de 
membrana 389 
protemas 
anfitropicas 390 
lipideo anelar 391 
indice de hidropatia 392 
regra do positivo-dentro 
393 

barril p 393 
porina 393 

estado liquido desordenado 
(LJ 395 

estado Kquido ordenado 
(Lo) 395 

flipases 396 
flopases 397 
flip-flopases 397 
FRAP 398 

microdominios 398 
balsas 399 

proteina ancorada por 
GPI 399 
caveolina 399 
caveola 399 
dominio BAR 400 
proteina de fusao 400 
v-SNARE 401 
t-SNARE 401 
selectinas 402 
difnsao simples 403 
potencial de membrana 
(FJ 403 
gradiente 

eletroqnimico 403 
potencial 


eletroqnimico 403 
difnsao facilitada 403 

transporte passive 404 

transportadores 404 

permeases 404 
canais 404 

406 

eletroneutro 409 

sistemas de 
cotransporte 409 
antiporte 409 
simporte 409 
nniporte 409 
transporte ativo 409 
eletrogenico 410 
ATPases do tipo P 410 
bomba SERCA 410 
Na K -ATPase 411 
ATPases do tipo V 412 
ATPases do tipo F 412 
ATP-sintase 413 
transportadores 
ABC 413 
transportadores 
mnltifarmacos 413 
transportador de 
lactose 416 
superfamilia facilitadora 
principal (SEP) 416 
slmportadores Na^- 
glicose 417 
ionoforo 418 
aqnaporinas (AQP) 418 
canal ionico seletivo 420 
canais controlados por 
ligante 421 

canais ionicos controlados 
por voltagem 421 
fixagao de membrana 421 
receptor nicotinico de 
acetilcolina 424 
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Problemas 

1. Determinando a area de sec^ao transversal de uma 
molecula lipidica. Quando fosfolipideos sao dispostos sua- 
vemente na superficie da agua, eles se orientam na interface 
ar-agua com sens grupos polares na agua e suas caudas hi- 
drofobicas no ar. Um dispositivo experimental (a) foi criado 
de forma a reduzir a area da superficie disponivel para uma 
camada de lipideos. Medindo-se a forga necessaria para agru- 
par os lipideos, e possivel determinar quando as moleculas 
estao compactadas firmemente em uma monocamada conti- 
nua; ao se aproximar dessa area, a forga necessaria para uma 
posterior redugao da area da superficie aumenta repentina- 
mente (b). Como voce usaria esse dispositivo para determi¬ 
nar a area media ocupada por uma unica molecula lipidica na 
monocamada? 


(a) 


Forga aplicada aqui 
para comprimir a 
monocamada 






:\ 
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2. Evidencia de uma bicamada lipidica. Em 1925, E. 
Gorier e F. Grendel usaram um dispositivo como o descrito no 
Problema 1 para determinar a area da superficie de uma mo- 
nocamada lipidica formada pelos lipideos extraidos de eritro- 
citos de varias especies de animais. Usaram um microscopio 
para medir as dimensoes das celulas individuais, e a partir dai, 
calcularam a media da area da superficie de um eritrocito. Ob- 
tiveram os dados mostrados na tabela. E justificada a conclu- 
sao desses investigadores de que “os cromocitos (eritrocitos) 
estao cobertos por uma camada de substancias gordurosas 
com espessura correspondente a duas moleculas” (ou seja, a 
bicamada lipidica)? 


Volume 

de celulas Numero de 
empacotadas celulas 
Animal (mL) (por mm^) 


Area total da 
superficie da 
monocamada 
lipidica das 
celulas (m^) 


Area total da 
superficie de 
uma celula 

(pim^) 


Cachorro 

40 

8.000.000 

62 

98 

Ovelha 

10 

9.900.000 

6,0 

29,8 

Homem 

1 

4.740.000 

0,92 

99,4 


Fonte: Dados obtidos de Gorter, E. & Grendel, F. (1925) On bimolecular layers 
of lipoids on the chromocytes of the blood. J. Exp. Med. 41, 439-443. 


3. Numero de moleculas de detergeute por micela. 

Quando uma pequena quantidade do detergeute dodecil sulfa¬ 
te de sodio (SDS; Na^CH 3 (CH 2 )ii 0 S 03 ) e dissolvida em agua, 
os ions do detergeute entram na solugao como especies mo- 
nomericas. A medida que mais detergeute e adicionado, uma 
concentragao e alcangada (concentragao micelar critica) na 
qual os monomeros se associam para formarem micelas. A con¬ 
centragao micelar critica de SDS e 8,2 mM. As micelas tern uma 
massa media de particula (a soma das massas moleculares dos 
monomeros constituintes) de 18.000. Calcule o numero de mo¬ 
leculas do detergeute na micela media. 

4. Propriedades dos lipideos e das bicamadas lipidi- 
cas. Bicamadas lipidicas formadas entre duas fases aquosas 
tern essa propriedade importante: elas formam Itoinas bidi- 
mensionais, a borda de cada uma se fecha sobre a outra e elas 
sofrem autosselamento para formar vesiculas (lipossomos). 

(a) Que propriedades dos lipideos sao responsaveis por 
essa propriedade das bicamadas? Explique. 

(b) Quais sao as consequencias dessa propriedade para a 
estrutura de membranas biologicas? 

5. Comprimeuto da molecula de acido graxo. A distancia 
na ligagao carbono-carbono para carbonos em ligagao simples, 
como em uma cadeia acil graxa saturada, e de cerca de 1,5 A. Es- 
time 0 comprimeuto de uma unica molecula de palmitato na sua 
forma completamente estendida. Se duas moleculas de palmita¬ 
to forem colocadas alinhadas e com as extremidades em contato, 
como 0 seu comprimeuto total poderia se comparar com a espes¬ 
sura da bicamada lipidica em uma membrana biologica? 

6. Depeudeucia da teuiperatura ua difusao lateral. 0 

experimento descrito na Figura 11-18 foi realizado a 37°C. Se o 
experimento tivesse ocorrido a 10°C, que efeito voce esperaria 
na taxa de difusao? Por que? 

7. Sintese de suco gastrico: energetica. 0 suco gastri- 
co (pH 1,5) e produzido pelo bombeamento de HCl do plasma 
sanguineo (pH 7,4) para o estomago. Calcule a quantidade de 
energia livre requerida para concentrar o H^ em 1 L de suco 
gastrico a 37°C. Nas condigoes celulares, quantos moles de 


ATP devem ser hidrolisados para prover essa quantidade de 
energia livre? A variagao na energia livre da hidrolise de ATP 
em condigoes celulares e de aproximadamente -58 kJ/mol 
(como explicado no Capitulo 13). Ignore os efeitos do poten- 
cial eletrico transmembrana. 

8. Energetica da Na^K^-ATPase. Dada uma celula de ver- 
tebrado tipica com potencial de membrana de -0,070 V (nega¬ 
tive dentro), qual e a variagao na energia livre para transportar 
1 mol de Na^ da celula para o sangue a 37 °C? Suponha que a 
concentragao de Na^ dentro da celula seja de 12 mM e que no 
plasma sanguineo seja de 145 mM. 

9. Agao da ouabaina no tecido renal. A ouabaina inibe 
especificamente a ativLdade da Na^K^-ATPase de tecidos ani¬ 
mais, mas nao se sabe quanto a inibigao de qualquer outra en- 
zima. Quando a ouabaina e adicionada a fatias finas de tecido 
renal vivo, ela inibe o consume de oxigenio em 66%. Por que? 
0 que essa observagao nos diz sobre o uso de energia respira- 
toria pelo tecido renal? 

10. Energetica do simporte. Suponha que voce tenha 
determinado experimentalmente que o sistema de transporte 
celular para a glicose, conduzido pelo simporte de Na^, possa 
acumular glicose ate atingir concentragoes 25 vezes maiores 
do que aquela do meio externo, quando a [Na^] externa era 
apenas 10 vezes maior do que a [Na^] no meio intracelular. Isso 
violaria as leis da termodinamica? Se nao, como voce explicaria 
essa observagao? 

11. Localizagao de nma proteina de membrana. As se- 

guintes observagoes se referem a uma proteina de membrana 
desconhecida, X. Ela pode ser extraida a partir da ruptura de 
membranas de eritrocitos em uma solugao salina concentrada, 
podendo ser hidrolisada em fragmentos por enzimas proteoli- 
ticas. 0 tratamento de eritrocitos com enzimas proteoliticas, 
seguido pela ruptura e a extragao dos componentes da mem¬ 
brana, produz uma X intacta. Entretanto, o tratamento de “fan- 
tasmas” de eritrocitos (que consistem em apenas membranas 
plasmaticas, produzidas pela ruptura de celulas e a remogao da 
hemoglobina) com enzimas proteoliticas, seguido pela ruptu¬ 
ra e a extragao, produz X extensivamente fragmentada. 0 que 
essas observagoes indicam sobre a localizagao de X na mem¬ 
brana? As propriedades de X se parecem com as das proteinas 
integrais de membrana ou com as perifericas? 

12. Antosselamento da membrana. Membranas celula¬ 
res sao autosselantes - se elas forem perfuradas ou rompidas 
mecanicamente, elas resselam rapida e automaticamente. Que 
propriedades da membrana sao responsaveis por essa caracte- 
ristica importante? 

13. Temperatnra de fusao de lipideos. Lipideos de mem¬ 
brana em amostras de tecidos obtidos de diferentes partes da 
perna de um veado apresentam diferentes composigoes de aci- 
dos graxos. Os lipideos de membrana de tecido proximo aos 
cascos contem uma proporgao maior de acidos graxos insa- 
turados do que aqueles de tecido da parte superior da perna. 
Qual e o significado dessa observagao? 

14. Difnsao flip-flop, A lamina interna (monocamada) da 
membrana de eritrocito humano consiste predominantemente 
em fosfatidiletanolamina e fosfatidilserina. A Itoina externa 
consiste predominantemente em fosfatidilcolina e esfingomie- 
lina. Embora os componentes fosfolipidicos da membrana pos- 
sam difundir na bicamada fluida, essa lateralidade e sempre 
preservada. Como? 
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15. Permeabilidade da membrana. Em pH 7, o triptofano 
atravessa a bicamada lipidica com cerca de um milesimo da 
taxa do indol, um composto estreitamente relacionado. 



Sugira uma explicagao para essa observagao. 

16. Fluxo de agua atraves de uma aquaporina. Um eri- 
trocito humano tern aproximadamente 2X10^ monomeros de 
AQPl. Se moleculas de agua fluirem atraves da membrana a 
uma taxa de 5 X 10^ por tetramero de AQPl por segundo, e o 
volume de um eritrocito for 5 X mb, o quao rapidamente 
poderia um eritrocito reduzir seu volume a metade como encon- 
trado em alta osmolaridade (1 m) no fluido intersticial da medula 
renal? Suponha que o eritrocito consista unicamente em agua. 

17. Marca^ao do transportador de lactose. Um trans- 
portador bacteriano de lactose, altamente especifico para a 
lactose, contem um residue de Cys que e essencial para a sua 
atividade de transporte. Areagao covalente de A^-etilmaleimida 
(NEM) com este residue de Cys inativa irreversivelmente o 
transportador. Uma alta concentragao de lactose no meio im¬ 
pede a inativagao pela NEM, presumivelmente por proteger 
estericamente o residue de Cys, que se encontra no sltio de 
ligagao da lactose ou proximo a ele. Voce nao sabe mais nada 
sobre a protelna transportadora. Sugira um experimento que 
possa permitir a determinagao da do polipeptldeo transpor¬ 
tador contendo Cys. 

18. Previsao da topologia da protema de membrana a 
partir da sequencia. Voce clonou o gene para uma protelna 
de eritrocito humano, que suspeita ser uma protelna de mem¬ 
brana. A partir da sequencia de nucleotldeos do gene, voce co- 
nhece a sequencia de aminoacidos. A partir desta sequencia 
somente, como voce avaliaria a possibilidade de que a protelna 
seja uma protelna integral de membrana? Suponha que a pro¬ 
telna seja uma protelna integral, do tipo I ou II. Sugira experi- 
mentos bioqulmicos ou qulmicos que permitiriam determinar 
qual e o seu tipo. 

19. Capta^ao intestinal de lencina. Voce esta estudando 
a captagao de L-leucina pelas celulas epiteliais do intestino de 
camundongo. Medidas da taxa de captagao de L-leucina e va¬ 
ries de sens analogos, com ou sem Na^ no tampao do ensaio, 
produzem os resultados dados na tabela. 0 que voce pode con- 
cluir sobre as propriedades e o mecanismo do transportador 
de leucina? Voce esperaria que a captagao de L-leucina fosse 
inibida pela ouabalna? 

Captagao na presen^a Captagao na ausencia 

deNa^ deNa^ 

Substrate (mivi) (mivi) 


L-beucina 

420 

0,24 

23 

0,2 

D-beucina 

310 

4,7 

5 

4,7 

L-Valina 

225 

0,31 

19 

0,31 


20. Efeito de nm ionoforo no transporte ativo. Consi- 
dere o transportador de leucina descrito no Problema 19. A 
Knax mudaria se voce adicionasse um ionoforo de Na^ a 

solugao do ensaio contendo Na^? Explique. 


21. Densidade de snperficie de nma protema de 
membrana. A E. coli pode ser induzida a produzir aproxi¬ 
madamente 10.000 copias do transportador de lactose (M^ 
31.000) por celula. Considere a A', coli como um cilindro de 
1 juim de diametro e 2 jam de comprimento. Que fragao da su- 
perflcie da membrana plasmatica e ocupada pelas moleculas 
transportadoras de lactose? Explique como voce chegou a 
essa conclusao. 

22. Uso do diagrama da roda helicoidal. Uma roda heli- 
coidal e uma representagao em duas dimensoes de uma heli- 
ce, uma visao ao longo de seu eixo central (ver Figura ll-30b; 
ver tambem a Figura 4-4d). Use o diagrama da roda helicoidal 
mostrado aqui para determinar a distribuigao de residues de 
aminoacidos em um segmento de helice com a sequencia -Val- 
-Asp-Arg-Val-Phe-Ser-Asn-Val-Cys-Thr-His-Leu-Lys-Thr-Leu- 
-Gln-Asp-Lys- 



0 que voce pode dizer sobre as propriedades da superflcie 
dessa helice? Que orientagao da helice voce esperaria na estru- 
tura terciaria da protelna integral de membrana? 

23. Especies molecnlares na membrana da E, coli, A 

membrana plasmatica daE. coli e composta por cerca de 75% 
de protelna e 25% de fosfolipldeo em relagao ao peso. Quantas 
moleculas de lipldeos de membrana estao presentes para cada 
molecula de protelna de membrana? Considere uma media 
de protelna de 50.000 e umaMj. media de fosfolipldeo de 750. 0 
que mais voce precisaria saber para estlmar a fragao da super¬ 
flcie da membrana que e coberta por lipldeos? 


Bioqui'mka na internet 

24. Topologia das protemas de membrana. 0 receptor 
para o hormonio epinefrina em celulas animals e uma protelna 
integral de membrana 64.000) que se acredita ter sete re- 
gioes que atravessem a membrana. 

(a) Mostre que a protelna desse tamanho e capaz de atra- 
vessar a membrana sete vezes. 

(b) Dada a sequencia de aminoacidos da protelna, como 
voce poderia prever quais regioes proteicas formam as helices 
que atravessam a membrana? 

(c) Acesse o Banco de Dados de Protelnas (www.pdb.org). 
Use o identificador PDB IDEP para buscar a pagina de dados 
para uma porgao do receptor j8-adrenergico (um tipo de recep¬ 
tor para a epinefrina) isolado de peru. Usando Jmol para ex- 
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plorar a estmtura, preveja se essa porgao do receptor esta lo- 
calizada dentro da membrana ou em sua superficie. Explique. 

(d) Busque os dados para uma porgao de outro receptor, 
o receptor da acetilcolina em neuronios e miocitos, usando o 
identificador PDB lAll. Da mesma forma que em (c), preveja 
onde esta porgao do receptor esta localizada e explique sua 
resposta. 

Se voce nao usou o PDB, ver Quadro 4-4 (p. 132) para mais 
informagoes. 


Problema de analise de dados 

25. O modelo do mosaico fluido da estrutura da mem¬ 
brana biologica. A Figura 11-3 mostra o modelo de mosaico 
fluido da estrutura da membrana biologica, aceito atualmente. 
Esse modelo foi apresentado em detalhe em um artigo de revi- 
sao por S. J. Singer em 1971. No artigo. Singer apresentou os 
tres modelos da estrutura de membrana que foram propostos 
naquela epoca: 



A B 



C 


A. 0 Modelo de Davson-Danielli-Robertson. Esse era o mo¬ 
delo mais amplamente aceito em 1971, quando a revisao de 
Singer foi publicada. Nesse modelo, os fosfolipideos estao ar- 
ranjados como uma bicamada. Proteinas sao encontradas em 
ambas as superficies da bicamada, ligadas a ela por interagoes 
ionicas entre grupos polares carregados dos fosfolipideos e 
grupos carregados das proteinas. Nao ha proteinas no interior 
da bicamada. 

B. 0 Modelo da Subunidade Lipoproteica de Benson. Aqui, 
as proteinas sao globulares, e a membrana e uma mistura de 
proteina e lipideo. As caudas hidrofobicas dos lipideos estao 
embebidas nas partes hidrofobicas das proteinas. Os grupos 
polares lipidicos estao expostos ao solvente. Nao ha bicamada 
lipidica. 

C. 0 Modelo do Mosaico da Proteina Globular-Lipideo. Esse 
e o modelo mostrado na Figura 11-3. Os lipideos formam uma 
bicamada e as proteinas estao embebidas nela, algumas se es- 
tendendo atraves da bicamada e outras nao. As proteinas estao 
ancoradas na bicamada por interagoes hidrofobicas entre as 


caudas hidrofobicas dos lipideos e as porgoes hidrofobicas da 
proteina. 

Considerando os dados disponiveis a seguir, considere 
como cada parte de informagao se encaixa com cada um dos 
tres modelos da estrutura da membrana. Qual(is) modelo(s) 
e(sao) mantido(s), quais nao sao, e que restrigoes voce tern so- 
bre os dados ou suas interpretagoes? Explique seu raciocinio. 

(a) Quando as celulas foram fixadas, coradas com tetroxido 
de osmio e examinadas sob microscopia eletronica, as mem- 
branas mostram uma aparencia de “via ferrea”, com duas li- 
nhas escuras separadas por um espago claro. 

(b) 0 valor encontrado para a espessura das membranas 
das celulas fixadas e coradas da mesma forma foi de 5 a 9 nm. 
A espessura de uma bicamada fosfolipidica “nua”, sem protei¬ 
nas, foi de 4 a 4,5 nm. A espessura de uma unica monocamada 
de proteinas era de cerca de 1 nm. 

(c) Singer escreveu em seu artigo: “A composigao media 
de aminoacidos das proteinas de membrana nao e distingui- 
vel daquela das proteinas soluveis. Em particular, uma fragao 
substancial de residues e hidrofobica” (p. 165). 

(d) Como descrito nos Problemas 1 e 2 deste capitulo, pes- 
quisadores extrairam membranas de celulas, extrairam os lipi¬ 
deos e compararam a area da monocamada lipidica com a area 
da membrana da celula original. A interpretagao dos resultados 
tornou-se complicada pela questao ilustrada no grafico do Pro¬ 
blema 1: a area da monocamada dependia da forga usada para 
presssiona-la. Com pressoes muito leves, a razao entre a area 
da monocamada e a area da membrana estava em torno de 2,0. 
Com pressoes mais altas - supostamente como as encontradas 
em celulas - a razao era substancialmente mais baixa. 

(e) Espectroscopia de dicroismo circular utiliza mudangas 
na polarizagao da luz UV para fazer inferencias quanto a es¬ 
trutura secundma da proteina (ver Figura 4-10). Em media, 
essa tecnica mostrou que as proteinas de membrana tern uma 
grande quantidade de helices a e pouca ou nenhuma folha j8. 
Esse achado foi consistente com a maioria das proteinas de 
membrana que possuiam estrutura globular. 

(f) A fosfolipase C e uma enzima que remove o grupo po¬ 
lar (incluindo o fosfato) de fosfolipideos. Em varios estudos, o 
tratamento de membranas intactas com fosfolipase C removeu 
cerca de 70% dos grupos polares sem interromper a estrutura 
de “via ferrea” da membrana. 

(g) Singer descreveu em seu artigo um estudo no qual “a 
glicoproteina com massa molecular aproximada de 31.000 em 
membranas de celulas sanguineas vermelhas era hidrolisada 
em glicopeptideos soluveis com massa molecular aproximada 
de 10.000, apos tratamento triptico de membranas, enquan- 
to as demais porgoes eram bastante hidrofobicas” (p. 199). 0 
tratamento com tripsina nao causou mudangas grosseiras nas 
membranas, que permaneceram intactas. 

A revisao de Singer tambem incluiu muitos outros estudos 
nessa area. No final, entretanto, os dados disponiveis em 1971 
nao provavam conclusivamente que o Modelo C estava correto. 
A medida que mais dados foram se acumulando, esse modelo 
da estrutura da membrana foi sendo aceito pela comunidade 
cientifica. 
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A capacidade das celulas em receber e responder a sinais 
para alem da membrana plasmatica e fundamental a 
vida. As celulas bacterianas recebem mensagens cons- 
tantes de protemas de membrana que atuam como recepto¬ 
res de informagao, monitorando o meio externo em relagao 
a pH, forga osmotica, disponibilidade de alimento, oxigenio 
e luz, e presenga de substancias quimicas nocivas, predado- 
res on competidores por alimento. Esses sinais provocam 
respostas apropriadas, como o movimento na diregao do 
alimento on na diregao oposta das substancias toxicas on a 
formagao de esporos em um ambiente exaurido de nutrien- 
tes. Nos organismos multicelulares, celulas com diferentes 
fungoes trocam varios sinais entre si. As celulas vegetais 
respondem a hormonios do crescimento e a variagoes na luz 
solar. As celulas animals trocam informagoes sobre a con- 
centragao de ions e glicose nos fluidos extracelulares, as 
atividades metabolicas interdependentes que ocorrem em 
diferentes tecidos e, no embriao, a localizagao correta das 
celulas durante o desenvoMmento. Em todos esses casos, 


o sinal representa informagoes detectadas por receptores 
especificos e convertidas em resposta celular, que sempre 
envolve um processo quimico. Essa conversao de informa- 
gao em alteragao quimica, a transdugao de sinal, e uma 
propriedade universal das celulas vivas. 

12.1 Caractenstkas gerais da transdu^ao 
de sinal 

Transdutores de sinal sao notavelmente especificos e ex- 
tremamente sensiveis. A especificidade e alcangada por 
uma complementaridade molecular precisa entre as mole- 
culas sinalizadoras e receptoras (Figura 12-la), media- 
da pelos mesmos tipos de forgas fracas (nao covalentes) 
que controlam as interagoes enzima-substrato e antigeno- 
-anticorpo. Os organismos multicelulares tern um grau de 
especificidade adicional, porque os receptores de um dado 
sinal, ou os alvos intracelulares de uma dada rota de si- 
nalizagao, estao presentes em apenas alguns tipos celula- 
res. 0 hormonio liberador de tireotropina, por exemplo, 
desencadeia respostas nas celulas da adeno-hipofise, mas 
nao nos hepatocitos, que carecem de receptores para esse 
hormonio. A adrenalina altera o metabolismo do glicogenio 
nos hepatocitos, mas nao nos adipocitos; nesse caso, os 
dois tipos celulares tern receptores para esse hormonio, 
porem, enquanto os hepatocitos contem glicogenio e a en- 
zima que metaboliza o glicogenio, que e controlada pela 
adrenalina, os adipocitos nao contem nem um nem outro. 
Os adipocitos respondem a adrenalina liberando acidos 
graxos a partir de triacilglicerois e exportando-os a outros 
tecidos. 

Sao tres os fatores responsaveis pela extraordinaria 
sensibilidade da transdugao de sinal: a alta afinidade dos 
receptores para as moleculas sinalizadoras, a cooperati- 
vidade (frequentemente, mas nem sempre) da interagao 
ligante-receptor e a amplificagao do sinal por cascatas en- 
zimaticas. A afinidade entre o sinal (ligante) e o receptor 
pode ser expressa na forma da constante de dissociagao 
comumente ou menos - ou seja, o receptor detecta 

concentragoes picomolares da molecula sinalizadora. As in¬ 
teragoes receptor-ligante sao quantificadas pela analise de 
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(a) Espefiddade 
A molecula sinalizadora 
se encaixa no sitio de ligagao 
do receptor complementar; 
outros sinais nao se encaixam. 





Receptor 

“T“ 

Resposta 


(d) Dessensibiliza0o/Adapta0o 
A ativagao do receptor dispara urn 
circuito de retroalimentagao que 
desliga o receptor ou o remove 
da superficie celular. 


Sinai 




Receptor 


Resposta 


(b) Amplifica^ao Sinai 





Enzima 

3 



(e) Integra^ao 

Quando dois sinais apresentam 
efeitos opostos sobre uma 
caracteristica metabolica, como, 
por exempio, a concentra^ao de 
urn segundo mensageiro X ou 
o potencial de membrana 
V^, a regula^ao e consequencia 
da ativa^ao integrada dos dois 
[de ambos] receptores. 


SinaM Sinai 2 



I i 

t[X]outl/^ i[X]ouW„ 

Vs_ J 


Net A[X] ou 
Resposta 


(c) Modularidade 

Proteinas com afinidades 

Sinal 

1 

multivalentes formam diversos 
complexos de sinalizagao a partir 
de partes intercambiaveis. 

A fosforilagao fornece pontos de 
interagao reversiveis. 

Y 

v 




1 

Resposta 


FIGURA12-1 Cinco caractensticas dos sistemas de transdu^ao de sinal. 

Scatchard, que fornece uma medida quantitativa da afinida- 
de {K^ e o numero de sitios de interagao com o ligante em 
uma amostra do receptor (Quadro 12-1). 

A cooperatividade nas interagoes receptor-ligante 
causa grandes alteragoes na ativagao do receptor em res¬ 
posta a pequenas alteragoes na concentragao do ligante 
(lembre-se do efeito da cooperatividade na ligagao do oxi- 
genio a hemoglobina; ver Figura 5-12). A amplificagao 
ocorre quando uma enzima associada a um receptor de si¬ 
nal e ativada e, por sua vez, catalisa a ativagao de muitas 
moleculas de uma segunda enzima, ativando muitas mole- 
culas de uma terceira enzima, e assim por diante, em uma 
cascata enzimatica (Figura 12-lb). Essas cascatas po- 
dem produzir amplificagoes de varias ordens de magnitude 
em milissegundos. A resposta a um sinal tambem deve ser 
cessada, de modo que os efeitos a jusante sejam proporcio- 
nais a intensidade do estimulo original. 

A modularidade das proteinas de sinalizagao permite 
que a celula misture e combine um conjunto de moleculas 


sinalizadoras para a criagao de complexes com diferentes 
fungoes ou localizagoes celulares. Muitas proteinas sinaliza¬ 
doras tern multiples dommios que reconhecem caractensti¬ 
cas especificas de outras proteinas, ou do citoesqueleto ou 
da membrana plasmatica, e a multivalencia resultante dos 
modules individuais possibilita a montagem de uma ampla 
variedade de complexes multienzimaticos. Um tema co¬ 
mum em tais interagoes e a ligagao de uma proteina de sina¬ 
lizagao modular a residues fosforilados em outra proteina; 
a interagao resultante pode ser regulada pela fosforilagao 
ou desfosforilagao da proteina parceira (Figura 12-lc). 
Proteinas de ancoragem sem atividade enzimatica com 
afinidade por diversas enzimas que interagem em cascatas 
aproximam essas proteinas, garantindo sua interagao em 
locais celulares e momentos especificos. 

A sensibilidade dos sistemas receptores esta sujeita a 
modificagoes. Quando um sinal esta presente continua- 
mente, ocorre a dessensibilizagao do sistema receptor 
(Figura 12-Id); quando o estimulo diminui, ficando abai- 
xo de certo limite, o sistema torna-se novamente sensivel. 
Pense no que acontece no sen sistema de transdugao visual 
quando voce passa de um lugar com muita luz solar para um 
quarto escuro ou da escuridao para a luz. 

Uma ultima caracteristica notavel dos sistemas de trans¬ 
dugao de sinal e a integragao (Figura 12-le), a capacidade 
de um sistema de receber multiples sinais e produzir uma 
resposta unificada apropriada as necessidades da celula ou 
do organismo. Diferentes rotas de sinalizagao se comuni- 
cam umas com as outras em diferentes niveis, gerando uma 
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METODOS 


A analise de Scatchard quantifica a intera^ao receptor-ligante 


As agoes celulares de um hormonio iniciam-se quando 
o hormonio (ligante, L) se liga especifica e firmemente 
a sua proteina receptora (R) na celula-alvo. A ligagao e 
mediada por interagoes nao covalentes (ligagoes de hi- 
drogenio, hidrofobicas e eletrostaticas) entre as superfi¬ 
cies complementares do ligante e do receptor. A intera- 
gao receptor-ligante causa uma alteragao conformacional 
que altera a atividade biologica do receptor, que pode ser 
uma enzima, um regulador de enzima, um canal ionico ou 
um regulador de expressao genica. 

A interagao receptor-ligante e descrita pela equagao 

R + L V RL 

Receptor Ligante Complexo receptor-ligante 

Esta ligagao, como a de uma enzima ao seu substrate, de- 
pende das concentragoes dos componentes interagentes 
e pode ser descrita por uma constante de equilibrio: 

/c+i 


R + L ^ 

Receptor Ligante ^-1 

[RL] 


K.= 


[R][L] 


RL 

Complexo receptor-ligante 

^+1 

k7. 


= l/K. 


onde K^edi constante de associagao e e a constante de 
dissociagao. 

Assim como a ligagao enzima-substrato, a interagao 
receptor-ligante e saturavel. A medida que mais ligante e 
adicionado a uma quantidade fixa de receptor, uma fra- 
gao cada vez maior de moleculas do receptor e ocupada 
pelo ligante (Figura Q-la). Uma medida aproximada da 
afinidade e dada pela concentragao do ligante necessaria 
para proporcionar 50% de saturagao do receptor. Ao usar 
a analise de Scatchard da interagao receptor-ligante, e 
possivel estimar a constante de dissociagao e o numero 
de sitios de ligagao do receptor em uma dada preparagao. 
Quando a ligagao atinge o equilibrio, o numero total de si¬ 
tios de ligagao possiveis, iguala-se ao numero de si¬ 
tios nao ocupados, representado pela [R], mais o numero 
de sitios ocupados pelo ligante, [RL]; isto e, = [R] + 
[RL]. 0 numero de sitios nao ligados pode ser expresso 
em termos de sitios totais menos os sitios ocupados: [R] 
= B^^^ - [RL]. A expressao de equilibrio pode ser descrita 

™_ 

" - [RL]) 

Rearranjando para obter a razao ligante-receptor sobre 
ligante livre (nao ligado), obtem-se 

[ligado] [RL] 


[livre] 


[L] 


= - [RL]) 

- [RL]) 


(a) 




Verifica-se que, de acordo com esta forma de inclinagao- 
-intercepgao da equagao, um grafico de [ligante ligado]/ 
[ligante livre] versus [ligante ligado] deve ser uma linha 
reta com uma inclinagao de -A^ (-1/AJ e uma inter- 


(b) 


FIGURA Q-1 Analise de Scatchard para uma interagao receptor-ligante. 
Um ligante radiomarcado (L) - um hormonio, por exempio - e adiciona¬ 
do em varias concentragoes a uma quantidade fixa de receptor (R), e a 
fragao do hormonio ligado ao receptor e determinada pela separagao do 
complexo receptor-hormonio (RL) do hormonio livre. 

(a) A curva de [RL] versus [L] -L [RL] (hormonio total adicionado) e 
hiperbolica, subindo para o maximo de [RL] a medida que os sitios do re¬ 
ceptor tornam-se saturados. Para aferir os sitios de ligagao nao saturaveis, 
inespecificos (p. ex., hormonios eicosanoides ligam-se inespecificamente 
a bicamada lipidica), uma serie de outros experimentos de ligagao e 
necessaria. Um grande excesso de hormonio nao marcado e adicionado 
juntamente com a solugao diluida do hormonio marcado. As moleculas 
nao marcadas competem com as moleculas marcadas pela ligagao 
especifica aos sitios saturaveis do receptor, mas nao pela ligagao inespe- 
cifica. 0 valor real da ligagao especifica e obtido ao se subtrair a ligagao 
inespecifica da ligagao total. 

(b) Uma curva linear de [RL]/[L] versus [RL] fornece aK^e Aax do 
complexo receptor-hormonio. Compare essas curvas com aquelas da 
versus [S] e 1/1/, versus 1/[S] do complexo enzima-substrato (ver Figura 
6-12,Quadro 6-1). 


cepgao na abcissa de B^^^, que e o numero total de sitios 
de ligagao (Figura Q-lb). As interagoes hormonio-ligante 
tipicamente tern valores de A^ de 10~^ a o que 

corresponde a uma ligagao muito firme. 

A analise de Scatchard e confiavel para os casos mais 
simples, mas, assim como nos graficos de Lineweaver- 
-Burk para enzimas, quando o receptor e uma proteina 
alosterica, as curvas desviam-se da linearidade. 














436 DAVID L. NELSON & MICHAEL M. COX 


Alguns sinais aos quais as celulas respondem 

Antigenos 

Luz 

Glicoproteinas/ oligossa- 

Toque mecanico 

carideos da superficie celular 

Microrganismos, insetos, 

Sinais de desenvolvimento 

patogenos 

Componentes da matriz ex¬ 

Neurotransmissores 

tracelular 

Nutrient es 

Fatores de crescimento 

Odores 

Hormonios 

Feromonios 

Hipoxia 

Sabores 


complexa “conversa cmzada” que mantem a homeostase da 
celula ou do organismo. 

Uma das revelagoes da pesquisa sobre sinalizagao e o 
grau excepcional de conservagao dos mecanismos de si- 
nalizagao durante a evolugao. Embora o numero de sinais 
biologicos diferentes (Tabela 12-1) provavelmente seja da 
ordem de milhares, e os tipos de respostas provocadas por 
esses sinais tambem sejam numerosos, a maquinaria de 
transdugao de todos esses sinais tern como base cerca de 10 
tipos basicos de componentes proteicos. 

Este capitulo mostra alguns exemplos das principais 
classes de mecanismos de sinalizagao, examinando como 
eles sao integrados em fungoes biologicas especificas, como 


a transmissao de sinais nervosos; respostas a hormonios e 
fatores de crescimento; os sentidos da visao, do olfato e do 
paladar; e o controle do ciclo celular. Frequentemente, o 
resultado final de uma rota de sinalizagao e a fosforilagao de 
algumas proteinas especificas na celula-alvo, que tern suas 
atividades alteradas e, assim, alteram as atividades da celu¬ 
la. Ao longo desta discussao, sera dada enfase a conserva- 
gao dos mecanismos fundamentals da transdugao de sinais 
biologicos e a adaptagao desses mecanismos basicos a uma 
ampla gama de rotas de sinalizagao. 

Serao abordados detalhes moleculares de varies siste- 
mas representatives de transdugao de sinal, classificados 
de acordo com o tipo de receptor. 0 gatilho de cada sistema 
e diferente, mas as caracteristicas gerais da transdugao de 
sinal sao comuns a todos: um sinal interage com o receptor; 
o receptor ativado interage com a maquinaria celular, pro- 
duzindo um segundo sinal ou uma alteragao na atividade de 
uma proteina celular; a atividade metabolica da celula-alvo 
sofre uma modificagao; e, finalmente, o evento de transdu¬ 
gao termina. Para ilustrar essas caracteristicas gerais dos 
sistemas sinalizadores, serao examinados exemplos de seis 
tipos basicos de receptores (Figura 12-2). 

1. Receptores associados a proteinas G que ativam 
indiretamente (por meio de proteinas de ligagao 
ao GTP, ou proteinas G) enzimas que geram segun- 
dos mensageiros intracelulares. Esse tipo de recep¬ 
tor e ilustrado pelo sistema receptor /3-adrenergico, 
que detecta adrenalina (Segao 12.2). 


1. Receptor associado a 
protema G 

A intera^ao do ligante externo 
(L) ao receptor (R) ativa uma 
proteina intracelular ligadora de 
GTP (G), que regula uma enzima 
(Enz) que gera um segundo 
mensageiro (X). 


2a. Receptor 

tirosina-cinases 

A intera^ao do ligante 
ativa a atividade 
tirosina-cinase por 
autofosforila^ao. 



. Receptor 
guanilil-ciclase 

A intera^ao do ligante 
ao dommio 
extracelular estimula 
a forma^ao do 
segundo mensageiro 
GMP ciclico. 


Membrana 

plasmatica 



GTP 


. A cinase ativa um Cascata de 
fator de transcri^ao, cinases 
alterando a 
expressao genica. 


cGMP 



4. Canal ionico com 
portao 

Abre-se e fecha-se 
em resposta a 
concentragao do 


Receptor de adesao 

Liga moleculas na matriz 
extracelular, altera a 
conforma^ao, modificando sua 
interagao com o citoesqueleto. 



6. Receptor nuclear 

A ligagao do hormonio 
permite ao receptor 
regular a expressao de 
genes especificos. 



FIGURA 12-2 Os seis tipos gerais de transdutores de sinal. 
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2. Receptores tirosinas-cinases, receptores da mem- 
brana plasmatica que tambem sao enzimas. Quan- 
do um desses receptores e ativado pelo seu ligante 
extracelular, ele catalisa a fosforilagao de diversas 
protemas citosolicas ou da membrana plasmatica. 0 
receptor de insulina e um exemplo (Segao 12.3); o re¬ 
ceptor do fator de crescimento da epiderme (EGFR, 
de epidermal growth factor receptor') e outro. 

3. Receptores guanilil-ciclases, que tambem sao re¬ 
ceptores da membrana plasmatica com um dominio 
enzimatico citoplasmatico. 0 segundo mensageiro 
intracelular para esses receptores, o monofosfato 
de guanosina ciclico (cGMP), ativa uma protema- 
-cinase citosolica que fosforila protemas celulares, 
alterando suas atividades (Segao 12.4). 

4. Canals ionicos com portoes na membrana plas¬ 
matica, que abrem e fecham (por isso o termo “por¬ 
toes”) em resposta a interagao de ligantes qmmicos 
ou alteragoes no potencial transmembrana. Esses 
sao os transdutores de sinal mais simples. 0 canal 
ionico do receptor de acetilcolina e um exemplo 
desse mecanismo (Segao 12-6). 

5. Receptores de adesdo, que interagem com com- 
ponentes macromoleculares da matriz extracelular 
(como o colageno) e transmitem instrugoes para o 
sistema do citoesqueleto sobre migragao ou adesao 
a matriz. As integrinas ilustram esse tipo de meca¬ 
nismo de transdugao (Segao 12-7). 

6. Receptores nucleares, que interagem com ligantes 
especificos (como o hormonio estrogenio) e alte¬ 
ram a taxa em que genes especificos sao transcritos 
e traduzidos em protemas celulares. Funcionando 
por mecanismos intimamente relacionados a regu- 
lagao da expressao genica, os hormonios esteroides 
serao considerados aqui apenas sucintamente (Se¬ 
gao 12-8), com uma discussao detalhada de suas 
agoes no Capitulo 28. 

Ao comegar esta discussao sobre sinalizagao biologica, 
tornam-se necessarias algumas observagoes sobre a nomen- 
clatura de protemas sinalizadoras. Em geral, essas protei- 
nas sao descobertas em determinado contexto e chamadas 
de acordo com esse contexto, sendo entao implicadas em 
uma gama mais ampla de fungoes biologicas para as quais 
seu nome original nao auxilia mais. Por exemplo, a protema 
retinoblastoma, pRb, foi identificada inicialmente como lo¬ 
cal de uma mutagao que contribui para o cancer de retina 
(retinoblastoma), mas agora se sabe que atua em muitas 
rotas essenciais para a divisao celular em todas as celulas, 
nao somente nas da retina. A alguns genes e protemas sao 
dados nomes nao comprometedores: a protema supressora 
tumoral p53, por exemplo, e uma protema de 53 kDa, mas 
esse nome nao fornece indicios da sua grande importancia 
na regulagao da divisao celular e no desenvolvimento do 
cancer. Este capitulo define em linhas gerais os nomes des- 
sas protemas a medida que elas aparecem, apresentando 
os nomes comumente usados pelos pesquisadores da area. 
Nao desanime se nao conseguir grava-los de primeira! 


RESUM012.1 Caracterfsticas gerais da transdugao de sinal 

► Todas as celulas tern mecanismos de transdugao de sinal 
especificos e altamente sensiveis, que foram conserva- 
dos durante a evolugao. 

► Varies estimulos atuam por meio de receptores protei- 
cos especificos. 

► Os receptores ligam a molecula sinalizadora, e iniciam 
um processo que amplifica o sinal, integra-o com o sinal 
de outros receptores e transmite a informagao pela ce- 
lula. Se o sinal persiste, a dessensibilizagao do receptor 
reduz ou cessa a resposta. 

► Os organismos multicelulares tern seis tipos basicos de 
mecanismos sinalizadores: protemas da membrana plas¬ 
matica que atuam por meio de protemas G, receptores 
tirosina-cinases, receptores guanilil-ciclases, que atuam 
por meio de protemas-cinases, canais ionicos com por¬ 
toes, receptores de adesao, que transmitem informagao 
entre a matriz extracelular e o citoesqueleto, e recepto¬ 
res nucleares que ligam esteroides e alteram a expres¬ 
sao genica. 


12.2 Receptores associados a protemas G e 
segundos mensageiros 

Os receptores associados a protemas G (GPCR, de 

Gprotein-coupled receptors), como o nome implica, sao 
receptores associados a um membro da familia de protei- 
nas de ligagao a nucleotideos de guanosina (protei- 

nas G) . Tres componentes essenciais definem a transdu¬ 
gao de sinalizagao via GPCR: um receptor na membrana 
plasmatica com sete segmentos helicoidais transmembra¬ 
na, uma protema G que alterna entre as formas ativa (liga- 
da a GTP) e inativa (ligada a GDP), e uma enzima efetora 
(ou canal ionico) na membrana plasmatica que e regulada 
pela protema G ativada. A protema G, estimulada pelo re¬ 
ceptor ativado, troca o GDP ligado a ela por GTP, e, entao, 
dissocia-se do receptor ocupado e liga-se a enzima efetora 
vizinha, alterando sua atividade. A enzima ativada, entao, 
gera um segundo mensageiro que afeta alvos a jusante. 
0 genoma humano codifica cerca de 350 GPCR que detec- 
tam hormonios, fatores de crescimento e outros ligantes 
endogenos, e talvez 500 que atuam como receptores olfa- 
tivos e gustativos. 

Os GPCR tern sido implicados em muitas doengas 
humanas comuns, incluindo alergias, depressao, ce- 


gueira, diabetes e varias deficiencias cardiovasculares, 
com serias consequencias para a saude. Quase metade de 
todos os farmacos no mercado tern como alvo algum 
GPCR. Por exemplo, o receptor j8-adrenergico, que con- 
trola os efeitos da adrenalina, e o alvo dos “bloqueadores 
beta”, prescritos para condigoes tao diversas como hiper- 
tensao, arritmia cardiaca, glaucoma, ansiedade e enxaque- 
ca. Pelo menos 150 dos GPCR encontrados no genoma 
humano ainda sao “receptores orfaos”: sens ligantes natu- 
rais ainda nao foram identificados e nada se sabe sobre sua 
biologia. 0 receptor j8-adrenergico, cuja biologia e farma- 



438 DAVID L. NELSON & MICHAEL M. COX 


cologia sao bem-compreendidas, e o prototipo de todos os 
GPCR, e nossa discussao sobre os sistemas transdutores 
de sinal inicia-se com ele. ■ 

0 sistema receptor /3-adrenergico atua por meio do 
segundo mensageiro cAMP 

A adrenalina dispara o alarme quando alguma ameaga exi- 
ge que o organismo mobilize sua maquinaria de geragao 
de energia; ela sinaliza a necessidade de “lutar ou fugir”. 
A agao da adrenalina e iniciada quando o hormonio liga-se 
ao sen receptor proteico na membrana plasmatica de uma 
celula sensivel a adrenalina. Os receptores adrenergi- 
cos sao de quatro tipos basicos, [5^ e jSg, definidos 

pelas diferengas nas afinidades e respostas a um grupo de 
agonistas e antagonistas. Os agonistas sao analogos es- 
truturais que se ligam a um receptor e mimetizam o efeito 
normal do ligante natural; os antagonistas sao analogos 
que se ligam ao receptor sem disparar o efeito normal e, 
desta forma, bloqueiam os efeitos dos agonistas, incluindo 
o ligante biologico. Em alguns cases, a afinidade do recep¬ 
tor por agonistas ou antagonistas sinteticos e maior do que 
pelo agonista natural (Figura 12-3). Os quatro tipos de 
receptores adrenergicos sao encontrados em tecidos-alvo 
diferentes e controlam respostas diferentes a adrenalina. 
Aqui, serao apresentados os receptores -adrenergicos 
do musculo, do figado e do tecido adipose. Esses recep¬ 
tores controlam alteragoes no metabolismo energetico, 
conforme descrito no Capitulo 23, incluindo o aumento na 
degradagao de glicogenio e gordura. Os receptores adre¬ 
nergicos dos subtipos /3i e jSg atuam por meio do mesmo 


OH 

HO y- CH—CHa —NH— CHg 

HO Adrenalina 


Kd (/am) 
5 




O — CHo—CH— CHo —NH— CH 


I 

CH, 


Propanolol 

(antagonista) 


0,4 


0,0046 


FIGURA 12-3 Adrenalina eseus analogos sinteticos. A adrenalina, e li- 
berada da glandula suprarrenal e regula o metabolismo energetico no mus¬ 
culo, no figado e no tecido adiposo.Tambem atua como neurotransmissor 
nos neuronios adrenergicos, e sua afinidade pelo receptor se expressa sob a 
forma de uma constante de dissociagao para o complexo receptor-ligante. 0 
isoproterenol e propanolol sao analogos sinteticos, o primeiro um agonista 
com afinidade pelo receptor maior do que a da adrenalina, e o segundo um 
antagonista com afinidade extremamente alta. 


mecanismo; assim, neste texto, “/3-adrenergico” aplica-se 
a ambos os tipos. 

Como todos os CPCR, o receptor /B-adrenergico e uma 
proteina integral com sete regioes hidrofobicas helicoidais 
com 20 a 28 residuos de aminoacidos, que atravessam a 
membrana plasmatica sete vezes, assim originando o nome 
alternative receptores hepta-helicoidais para os CPCR. 
A ligagao da adrenalina ao sitio no receptor mergulhado na 
membrana plasmatica (Figura 12-4a, etapa O) promove 
uma alteragao conformacional no dominio intracelular do 
receptor que afeta sua interagao com uma proteina C as- 
sociada, promovendo a dissociagao do CDP e a ligagao do 
CTP (etapa @). Em todos os CPCR, a proteina C e hetero- 
trimerica, composta por tres subunidades diferentes: a, p e 
y. Tais proteinas C sao, portanto, conhecidas como protei- 
nas G trimericas. Neste caso, e a subunidade a que se liga 
ao CDP ou CTP e transmite o sinal do receptor ativado para 
a proteina efetora. Como esta proteina C ativa o seu efetor, 
ela e chamada de proteina G estimulatoria, ou G^. As¬ 
sim como outras proteinas C (Quadro 12-2), a C^ funciona 
como um “comutador” biologico: quando o sitio de ligagao a 
nucleotideos na C^ (na subunidade a) e ocupado por CTP, a 
Cg e ativada e pode ativar sua proteina efetora (neste caso, 
a adenilil-ciclase); com GDP ligado ao sitio, a Gg e inativada. 
Na forma ativa, as subunidades j8 e yda Gg dissociam-se, sob 
a forma de um dimero /By, da subunidade a, e a Gg^, com o 
CTP ligado, move-se, no piano da membrana, do receptor a 
uma molecula de adenilil-ciclase proxima (etapa 0) . A Gg^ 
e mantida na membrana pela ligagao covalente a um grupo 
palmitoil (ver Figura 11-15). 

A adenilil-ciclase e uma proteina integral da membra¬ 
na plasmatica, com o sitio ativo na face citoplasmatica. A 
associagao de Gg^ ativa com a adenilil-ciclase estimula a ci- 
clase a catalisar a sintese de cAMP a partir de ATP (Figura 
12-4a, etapa O, e Figura 12-4b), elevando a [cAMP] citosoli- 
ca. A interagao entre Gg^ e adenilil-ciclase e possivel apenas 
quando Gg^esta ligada a CTP 

0 estimulo por Gg^ e autolimitante; tern uma ativi- 
dade GTPdsica intrinseca que inativa a si mesma por 
meio da conversao a GDP do GTP ligado (Figura 12-5). A 
Gg^, agora inativa, dissocia-se da adenilil-ciclase, causando 
a inativagao da ciclase. A Gg^ reassocia-se com o dimero jSy 
(Gg^^), e a Gg inativa esta novamente disponivel para intera- 
gir com um receptor ligado ao hormonio. 

0 papel de Gg^ como um “comutador” proteico biologico 
nao e exclusivo. Diversas proteinas G agem como comuta- 
dores binarios em sistemas de sinalizagao com GPCR e em 
muitos processes que envolvem fusao ou fissao de membra- 
nas (Quadro 12-2). ^ ProteinasGtrimericas:comutadoresliga/des- 
liga moleculares 

A adrenalina exerce sens efeitos a jusante pelo au¬ 
mento na [cAMP] que resulta da ativagao da adenilil-ci¬ 
clase. 0 AMP ciclico, por sua vez, ativa alostericamente a 
protema-cinase dependente de cAMP, tambem cha¬ 
mada de protema-cinase A ou PKA (Figura 12-4a, eta¬ 
pa ©), a qual catalisa a fosforilagao de residuos de Ser ou 
Thr em proteinas-alvo, incluindo a cinase da glicogenio- 
-fosforilase b. Essa enzima esta ativa quando fosforilada 
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causa a substitui^ao 
do GDP ligado a Gg^, 
porGTP, ativandoa 
Gs„. 


© A Gsck ativada 

separa-se de Gspy 
e move-se para 
junto a 

adenilil-ciclase, 
ativando-a. Muitas 
subunidades de 
Ggce podenn ser 
ativadas por urn 
receptor ocupado. 


A 


@ 0 AMPc 

© 

Afosforilapao de 

adenilil-ciclase 


s. ativa a 


protemas 

catalisa a 

fcAMPl-► PKA. 

- ^ 

celulares pela 

formapao de 




PKA causa a 

cAMP. 




resposta celular a 



Nucleotideo 


adrenalina. 



ciclicofosfodiesterase 




5'-AMP O 0 cAMP e degradado, 
revertendo a ativa^ao 
da PKA. 



PPi 

_Z_ 

Adenilil- 

-ciclase 


ATP 


(b) 




Adenosina 3',5'- 
-monofosfato ciclico 
(cAMP) 


FIGURA12-4 A transdu^ao do sinal da adrenalina: a rota j3-adrener- 
gica. (a) 0 mecanismo que acopla a ligaqao da adrenalina ao seu recep¬ 
tor com a ativapao da adenilil-ciclase (AC); as sete etapas sao discutidas em 
maior detaihe no texto. A mesma molecula de adenilil-ciclase na membrana 
plasmatica pode ser regulada por uma proteina G estimulatoria (G^), confor- 
me mostrado, ou uma proteina G inibitoria (G,^, nao mostrado). A Gj e a G, 


estao sob a influencia de hormonios diferentes. Os hormonios que induzem 
a ligapao do GTP a G, causam inibipao da adenilil-ciclase, resultando em uma 
diminuipao da [cAMP] celular. (b) A apao combinada das enzimas que cata- 
lisam as etapas 4 e 7, a sintese e a hidrolise do cAMP pela adenilil-ciclase e 
pela fosfodiesterase do cAMP, respectivamente. 


e pode iniciar o processo de mobilizagao do glicogenio a 
partir dos seus estoques no musculo e no figado, na ex- 
pectativa da necessidade de energia, como e sinalizado 
pela adrenalina. 


A forma inativa da PKA contem duas subunidades cata- 
liticas identicas (C) e duas subunidades de regulagao (R) 
(Figura 12-6a). 0 complexo tetramerico RgCg e cataliti- 
camente inativo, pois um dominio autoinibitorio em cada 
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Q Gs esta inativa 
quando 
ligada a GDP; 
ela nao pode 
ativar a 
adenilil- 
-ciclase. 


0 Contato entre 
e o complexo 
hormonio- 
-receptor causa a 
substitui^ao do 
GDP ligado por 
GTP. 


0 Gs ligada a GTP se 
dissocia em 
subunidades a e 
Py- Gsa-GTP e 
ativada; ela pode 
ativar a adenilil- 
-ciclase. 


FIGURA12-5 O comutador GTPase. As proteinas G alternam entre a li- 
gapao a GDP (desligada) e GTP (ligada). A atividade GTPasica intrinseca da 
proteina, em muitos casos estimulada pelas proteinas RGS (reguladores da 
sinalizagao por proteinas G; ver Quadro 12-2), determina quao rapidamente 
o GTP ligado e hidrolisado a GDP e, assim, por quanto tempo a proteina G 
permanece ativa. 



subunidade R ocupa a fenda de ligagao ao substrate de cada 
subunidade C. Quando as subunidades R estao ligadas a 
cAMP, elas passam por uma alteragao na conformagao, que 
afasta o dominio autoinibitorio de R do dommio catalitico 
de C, e o complexo RgCg se dissocia, originando duas subu¬ 
nidades C livres e cataliticamente ativas. Esse mesmo me- 
canismo basico - o deslocamento de um dommio inibitorio 
- controla a ativagao alosterica pelos segundos mensageiros 
de muitos tipos de proteinas-cinases (como nas Figuras 12- 
14 e 12-22, por exemplo). A estrutura da fenda de ligagao 
ao substrate na PKA e o prototipo para todas as proteinas- 
-cinases conhecidas (Figura 12-6b); certos residues nessa 
fenda sao identicos em todas as mais de 1.000 proteinas- 
-cinases conhecidas. 0 sitio de ligagao do ATP de cada 
subunidade catalitica posiciona perfeitamente o ATP para a 
transferencia de sen grupo fosfato terminal (y) para o -OH 
da cadeia lateral de um residue de Ser on Thr. 


0 0 GTP ligado a Gj^ e hidrolisado pela atividade GTPasica intrinseca 
da proteina; desta forma, G^^ inativa a si mesma. A subunidade a 
inativa reassocia-se com a subunidade (3y. 
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FIGURA 12-6 Ativagao da protema-cinase dependente de cAMP 
(PKA). (a) Quando a [cAMP] esta baixa, as duas subunidades de regulagao 
identicas (R; em vermelho) se associam com as duas subunidades cataliticas 
identicas (C). Neste complexo R 2 C 2 , as sequencias inibidoras das subunidades 
R se inserem na fenda de ligagao ao substrato das subunidades C e impedem 
a ligagao dos substratos; 0 complexo esta, portanto, cataliticamente inativo. As 
sequencias aminoterminais das subunidades R interagem para a formagao de 
um dimero R 2 , 0 sitio de ligagao para uma proteina de ancoragem para a ci- 
nase A (AKAP), descrita posteriormente no texto. Quando a [cAMP] aumenta 
em resposta a um sinal hormonal, cada subunidade R se liga a duas moleculas 


de cAMP e sofre uma drastica reorganizagao que afasta a sequencia inibidora 
da subunidade C, abrindo a fenda de ligagao ao substrato e liberando cada 
subunidade C na forma cataliticamente ativa. (b) Estrutura crista log rafica mos- 
trando parte do complexo R 2 C 2 (identidade no PDB 1U7E) - uma subunidade 
C e parte da subunidade R. A regiao aminoterminal de dimerizagao da subuni¬ 
dade R foi omitida para simplicidade. 0 lobulo menor de C contem 0 sftio de 
ligagao a ATP, e o lobulo maior circunda e define a fenda na qual o substrato 
proteico se liga e e fosforilado em um residue de Ser ou Thr, sendo 0 grupo 
fosfato transferido a partir do ATP. Nesta forma inativa, a sequencia inibidora de 
R bloqueia a fenda de ligagao ao substrato de C, inativando-a. 
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MEDICINA 


Protemas G: comutadores binaries na saude e na doen^a 


Alfred G. Gilman e Martin Rodbell (Figura Q-1) descobri- 
ram as fungoes cruciais das protemas de ligagao a nucleo- 
tideos de guanosina (protemas G) em varies processes 
celulares, incluindo percepgao sensorial, sinalizagao na 
divisao celular, crescimento e diferenciagao, movimentos 
intracelulares de protemas e vesiculas membranosas e 
sintese proteica. 0 genoma humane codifica aproxima- 
damente 200 dessas protemas, que diferem em tamanho 
e estrutura de subunidades, localizagao intracelular e 
fungao. Porem, todas as protemas G compartilham uma 
caracteristica comum: elas podem ser ativadas e, apos 
um breve periodo, autoinativar-se, atuando como comu¬ 
tadores moleculares binaries com temporizador integra- 
do. Essa superfamilia de protemas inclui as protemas G 
heterotrimericas, envolvidas na sinalizagao adrenergica 
(Gg e G^) e da visao (transducina); protemas G pequenas, 
como as envolvidas na sinalizagao da insulina (Ras) e ou- 
tras que atuam no trafego de vesiculas (ARF e Rab), no 
transporte para dentro e fora do nucleo (Ran; ver Figura 
27-42) e na sincronia do ciclo celular (Rho); e muitas pro¬ 
temas envolvidas na sintese proteica (fator de iniciagao 
IF2 e fatores de alongamento EF-Tu e EF-G; ver Capitulo 
26). Muitas proteinas G tern lipideos ligados covalente- 
mente, que Ihes conferem afinidade pelas membranas e 
determinam suas localizagoes na celula. 

Todas as proteinas G tern a mesma estrutura central 
e usam o mesmo mecanismo que as faz ciclar entre uma 
conformagao inativa, favorecida quando ha GDP ligado, 
e uma conformagao ativa, favorecida quando ha GTP li¬ 
gado. Utiliza-se a proteina Ras (~20 kDa), unidade sina- 
lizadora minima, como prototipo para todos os membros 
dessa superfamilia (Figura Q-2). 

Na conformagao ligada a GTP, a proteina G expoe re- 
gioes previamente escondidas (chamadas de comutador 
I e comutador II), que interagem com proteinas a ju- 
sante na rota sinalizadora, ate que a proteina G se autoi- 
native ao hidrolisar seu GTP a GDP. Um ponto determi- 
nante na conformagao da proteina Geo fosfato y do GTP, 
que interage com a regiao chamada de alga P (de ligagao 
a fosfato, phosphate-hinding\ Figura Q-3). Na Ras, o 



Analogo 
do GTP 


Comutador I 


Comutador II 



FIGURA Q-2 A proteina Ras, o prototipo para todas as proteinas G (PDB 
ID 5P21). 0 Mg^^-GTP e mantido por residues criticos na alpa P de ligapao 
ao fosfato (em azul) e pelaThr^^ na regiao comutadora I (em vermelho) 
e Gly^° na regiao comutadora II (em verde). A Ala^"^^ e responsavel pela 
especificidade de GTP no lugar de ATP. Nesta estrutura, o analogo nao 
hidrolisavel do GTP Gpp(NH)P esta presente no sitio de ligapao do GTP. 


AlpaP 



FIGURA Q-1 Alfred G. Gilman (esquerda) e Martin Rodbell (1925-1998). 
Suas conferencias do Premio Nobel sobre a descoberta e explorapao das 
proteinas G estao disponiveis em www.nobelprize.org. 


FIGURA Q-3 Quando o GTP ligado e hidrolisado pelas atividades GTPasi- 
cas da Ras e sua GAP, a perda das ligapoes de hidrogenio comThr^^ e Gly^° 
permite que as regioes comutadoras I e II relaxem a uma conformapao na 
qual elas nao mais estao disponiveis para interagirem com alvos a jusante, 
como Raf 


(Continua na proxima pdgina) 
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MEDICINA 


Proteinas G: comutadores binaries na saude e na doen^a (Continua^o) 


fosfato Y do GTP liga-se a um residuo de Lys na alga P e 
a dois residuos criticos, no comutador I e Gly®° no 
comutador II, que formam ligagoes de hidrogenio com os 
oxigenios do fosfato y do GTP Essas ligagoes de hidroge¬ 
nio funcionam como um par de molas que seguram a pro- 
teina na sua conformagao ativa. Quando o GTP e hidroli- 
sado a GDP e o P^ e liberado, essas ligagoes de hidrogenio 
sao perdidas; a proteina relaxa para a sua conformagao 
inativa, escondendo os sitios que interagem com outros 
parceiros quando no estado ativo. A Ala^^® forma ligagoes 
de hidrogenio com o oxigenio da guanosina, permitindo a 
ligagao de GTP, mas nao de ATP 

A atividade GTPasica intrinseca das proteinas G e au- 
mentada em ate 10^ vezes pelas proteinas ativadoras 
de GTPases (GAP, de GTPase activator proteins'), 
tambem chamadas, no caso das proteinas G heterotri- 
mericas, reguladores da sinalizagao por proteinas 
G (RGS, de regulators of G protein signaling] Figu- 
ra 4). Assim, GAP e RGS determinam por quanto tempo 
o comutador permanece “ligado”. Elas contribuem com 
um residuo de Arg essencial, que penetra no sitio ativo 
GTPasico da proteina G e auxilia na catalise. 0 proces- 
so intrinsecamente lento de substituigao do GDP ligado 
por GTP, ativando a proteina, e catalisado pelos fatores 
de troca de nucleotideos de guanosina (GEF, de 
guanosine nucleotide-exchange factors) associados as 
proteinas G (Figura Q-4). 

Como as proteinas G desempenham fungoes cruciais 
em muitos processes de sinalizagao, nao e surpreendente 
que defeitos nessas proteinas levem a diversas doengas. 
Em cerca de 25% de todos os canceres humanos (pro- 
porgao muito maior em certos tipos de cancer), ha uma 
mutagao na proteina Ras - tipicamente em um dos resi¬ 
duos criticos proximos ao sitio de ligagao a GTP on na 
alga P - que praticamente anula a atividade GTPasica. 
Uma vez ativadas pela ligagao de GTP, essas proteinas 
Ras permanecem constitutivamente ativas, promoven- 
do a divisao celular em celulas que nao deveriam estar 
se dividindo. 0 gene supressor tumoral NFl codifica 
para uma GAP que intensifica a atividade GTPasica da 
Ras normal. As mutagoes em NFl que resultam em uma 
GAP nao funcional deixam Ras apenas com sua ativida¬ 
de GTPasica intrinseca; uma vez ativada pela ligagao de 
GTP, a Ras permanece ativa, continuando a enviar o sinal: 
dividam-se. 

Proteinas G heterotrimericas defeituosas tambem po- 
dem levar a doengas. Mutagoes no gene que codifica a 
subunidade a de G^ (a qual controla alteragoes na [cAMP] 
em resposta a estimulos hormonais) pode resultar em 
uma proteina G^ que esta permanentemente ativa on per- 
manentemente inativa. As mutagoes “ativadoras” em ge- 


Fatores de troca 



Moduladores da 
atividade GTPasica 


efetoras 
ajusante 


FIGURA Q-4 Os fatores que regulam a atividade das proteinas G (em 
verde). As proteinas G inativas (tanto as proteinas G pequenas, como a 
Ras, quanto as proteinas G heterotrimericas, como a G 5 ) interagem com 
fatores de troca GTP-GDP, GEF (em vermelho; frequentemente sao recep- 
tores ativados[*], como rodopsina, receptores jS-adrenergicos e Sos) a 
montante, sendo ativadas pela ligagao de GTP. Nesta forma, as proteinas 
G ativam enzimas efetoras a jusante (em azul; enzimas como a cGMP- 
-fosfodiesterase, adenilil-ciclase e Raf). As proteinas ativadoras de GTPase 
(GAP, no caso das proteinas G pequenas) e os reguladores da sinalizagao 
por proteinas G (RGS) (em amarelo), ao modularem a atividade GTPasica 
das proteinas G, determinam quanto tempo elas permanecem ativas. 


ral ocorrem nos residuos cruciais para a atividade GTPa¬ 
sica; elas levam a uma [cAMP] continuamente elevada, 
com consequencias a jusante, incluindo a proliferagao ce¬ 
lular indesejada. Por exemplo, tais mutagoes sao encon- 
tradas em cerca de 40% dos tumores da hipofise (ade¬ 
nomas). Os individuos com mutagoes “inativadoras” em 
G^ nao respondem aos hormonios que atuam via cAMP 
(como o hormonio da tireoide). As mutagoes no gene 
para a subunidade a da transducina (T^), que esta envol- 
vida na sinalizagao da visao, causam um tipo de cegueira 
noturna, aparentemente devido a interagao defeituosa 
entre a subunidade T^ e a fosfodiesterase do segmento 
externo dos bastonetes (ver Figura 12-39). Uma variagao 
na sequencia do gene que codifica para a subunidade jS 
de uma proteina G heterotrimerica e comumente encon- 
trada em individuos com hipertensao (pressao sanguinea 
elevada), e suspeita-se que essa variante genica esteja 
envoMda em obesidade e aterosclerose. 

As bacterias patogenicas que causam colera e coque- 
luche produzem toxinas que atacam proteinas G, interfe- 
rindo com a sinalizagao normal das celulas hospedeiras. A 
toxina do colera, secretada pelo Vibrio cholerae no in- 
testino da pessoa infectada, e uma proteina heterodime- 


Como indicado na Figura 12-4a (etapa 0), a PKA regu- 
la algumas enzimas a jusante na rota de sinalizagao (Tabe- 
la 12-2). Embora esses alvos a jusante tenham diferentes 
fungoes, eles compartilham uma regiao de similaridade de 


sequencia proxima ao residuo de Ser on Thr que e fosfo- 
rilado, sequencia que os marca para a regulagao por PKA. 
A fenda de ligagao ao substrato da PKA reconhece essas 
sequencias, e a enzima fosforila o residuo de Ser on Thr. 
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G 3 normal: A atividade GTPasica 
finaliza a sinaliza^ao do receptor 
para a adenilil-ciclase. 
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G 5 ADP-ribosilada: A atividade 
GTPasica esta inativada; G^ 
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adenilil-ciclase. 
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FIGURAQ-5 As toxinas bacterianas que causam colera e coqueluche (toxina pertussis) sao enzimas que catalisam a transferencia da porqao ADP-ribose 
do NAD^ a urn residuo de Arg de G 3 (no caso da toxina do colera, como mostrado aqui) ou a urn residue de Cys de G| (toxina pertussis). As proteinas G 
assim modificadas nao respondem aos estimulos hormonais normals. A patologia de ambas as doenqas e causada pela regulaqao alterada da adenilil- 
-ciclase e superproduqao de cAMP. 


rica. A subunidade B reconhece e liga-se a gangliosideos 
especificos na superficie das celulas do epitelio intesti¬ 
nal, fornecendo uma via para a entrada da subunidade A 
nessas celulas. Apos a entrada, a subunidade A e quebra- 
da em dois fragmentos: o fragmento A1 e o fragmento A2. 
Al, entao, associa-se com o fator de ribosilagao de ADP, 
ARF6, pequena proteina G das celulas hospedeiras, por 
meio de residues nas regioes comutadoras I e II - as quais 
estao acessiveis apenas quando ARF6 esta em sua for¬ 
ma ativa (ligada a GTP). Essa associagao com ARF6 ativa 
Al, que catalisa a transferencia de ADP-ribose do NAD^ 
ao residuo de Arg critico da alga P da subunidade a de 
Gg (Figura 5). A ADP-ribosilagao bloqueia a atividade 
GTPasica de G^ e assim torna G^ permanentemente ativa. 
Isso resulta na continua ativagao da adenilil-ciclase das 
celulas do epitelio intestinal, [cAMP] cronicamente ele- 
vada e PKA cronicamente ativa. A PKA fosforila o canal 
de Cr CFTR (ver Quadro 11-2) e um trocador de Na'^-H^ 
das celulas do epitelio intestinal. 0 resultante efluxo de 
NaCl provoca uma perda massiva de agua pelo intestino, 
a medida que as celulas respondem ao desequilibrio os- 


mo tico que se estabelece. A severa desidratagao e a per¬ 
da de eletrolitos sao as principals patologias do colera. 
Elas podem ser fatais na ausencia de uma rapida terapia 
de reidratagao. 

A toxina pertussis, produzida por Bordetella per¬ 
tussis, catalisa a ADP-ribosilagao da subunidade a de G^, 
impedindo a troca GDP-GTP e bloqueando a inibigao da 
adenilil-ciclase por G^. A bacteria infecta o trato respira- 
torio, onde destroi as celulas do epitelio ciliar que nor- 
malmente removem o muco. Sem a agao ciliar, uma tosse 
forte e necessaria para a limpeza do trato respiratorio; 
isso origina os nomes tosse comprida ou tosse espasmo- 
dica (que disseminam a bacteria para outras pessoas) 
dessa doenga. Ainda nao esta claro como o defeito na 
sinalizagao por proteina G causa a morte das celulas do 
epitelio ciliar. 

Dado o grande numero de receptores associados a 
proteinas G no genoma humano, e provavel que estu- 
dos futures revelem muito mais exemplos de como os 
defeitos na sinalizagao por proteinas G afetam a saude 
humana. 


A comparagao das sequencias de varias proteinas que sao 
substrates para a PKA gerou a sequencia consenso - os 
residues vizinhos necessaries para marcar um residuo de 
Ser ou Thr para fosforilagao (ver Tabela 12-2). 


Como em muitas rotas de sinalizagao, a transdugao de 
sinal pela adenilil-ciclase envolve varias etapas que ampli- 
ficam o sinal hormonal original (Figura 12-7). Primeiro, a 
ligagao de uma molecula de hormonio a uma molecula de 
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TABELA12-2 


Algumas enzimas e outras protemas reguladas por fosforila^ao dependente de cAMP (por PKA) 


Enzima/protema 

Sequencia fosforilada^ 

Rota/processo regulado 

Glicogenio-sintase 

RASCTSSS 

Sintese de glicogenio 

Cinase da fosforilase b 
subunidade a 
subunidade j8 

VEFRRLSl 1 

RTKRSGSVj 

Degradagao de glicogenio 

Piruvato-cinase (de figado de rato) 

GVLRRASVAZL 

Glicolise 

Complexo piruvato-desidrogenase (tipo L) 

GYLRRASV 

Piruvato a acetil-CoA 

Lipase sensivel a hormonio 

PMRRSV 

Mobilizagao de triacilglicerois e oxidagao de 
acidos graxos 

Fosfofrutocinase-2/frutose-2,6-bifosfatase 

LQRRRGSSIPQ 

Glicolise/gliconeogenese 

Tirosina-hidroxilase 

FIGRRQSL 

Sintese de L-dopa, dopamina, noradrenalina 
e adrenalina 

Histona HI 

AKRKASGPPVS 

Condensagao do DNA 

Histona H2B 

KKAKASRKESYSVYVYK 

Condensagao do DNA 

Fosfolambano cardiaco (regulador da bomba cardiaca) 

AIRRAST 

[Ca^^] intracelular 

Inibidor 1 da protema-fosfatase-1 

IRRRRPTP 

Desfosforilagao de proteinas 

Sequencia consenso da PKA^ 

xR[RK]x[ST]B 

Muitas 


*0 residuo de S ou T fosforilado esta mostrado em vermelho. Todos os residues estao mostrados na abreviagao de uma letra (ver Tabela 3-1). 
^ X e qualquer aminoacido; B e qualquer aminoacido hidrofobico. Ver no Quadro 3-2 as convengoes na descrigao de sequencias consenso. 


Hepatocito 



PKA inativa 



Cinaseda Cinase da fosforilase 


fosforilase 
b inativa 


Glicogenio- 
-fosforilase 
b inativa 


Glicogenio 


b ativa 


1.000 moleculas 




Glicogenio- 
, -fosforilase a ativa 


10.000 moleculas 


<$> 


Glicose 1-fosfato 


100.000 moleculas 


Glicose 


Glicose no sangue 


100.000 moleculas 


receptor ativa cataliticamente muitas moleculas que se 
associam com o receptor ativado uma apos a outra. Depois, 
pela ativagao de uma molecula de adenilil-ciclase, cada mo- 
lecula de Gg^ estimula a sintese catalitica de muitas mole¬ 
culas de cAMP. 0 segundo mensageiro cAMP, entao, ativa a 
PKA, e cada molecula da enzima catalisa a fosforilagao de 
muitas moleculas da proteina-alvo - a cinase da fosforilase 
h na Figura 12-7. Essa cinase ativa a glicogenio-fosforilase 
h, o que leva a rapida mobilizagao de glicose a partir de gli¬ 
cogenio. 0 efeito liquido da cascata e a amplificagao do sinal 
hormonal em varias or dens de magnitude, o que justifica a 
necessidade de concentragoes muito baixas de adrenalina 
(ou qualquer outro hormonio) para a atividade hormonal. 

Diversos mecanismos levam ao termino da resposta 
/3-adrenergica 

Para ser funcional, um sistema de transdugao de sinal deve 
ser desligado apos o termino do estimulo pelo hormonio 
ou por outra molecula, e os mecanismos para a desativagao 
do sinal sao intrinsecos a todos os sistemas de sinalizagao. 
A maioria dos sistemas tambem se adapta a presenga con- 


FIGURA 12-7 A cascata da adrenalina. A adrenalina desencadeia uma 
serie de reagoes nos hepatocitos, nas quais catalisadores ativam catalisado- 
res, resultando em uma grande amplificagao do sinal hormonal original. Os 
numeros de moleculas mostrados simplesmente ilustram a amplificagao e 
sao, quase certamente, meras estimativas. A ligagao de uma molecula de 
adrenalina a um receptor jS-adrenergico ativa diversas (possivelmente cen- 
tenas) de proteinas G, uma apos a outra, e cada qual ativa uma molecula da 
enzima adenilil-ciclase. A adenilil-ciclase atua cataliticamente, produzindo 
muitas moleculas de cAMP para cada adenilil-ciclase ativada. (Como sao ne- 
cessarias duas moleculas de cAMP para ativar uma subunidade catalitica de 
PKA, esta etapa nao amplifica o sinal.) 
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tmua do sinal por tornar-se menos sensivel, no processo de 
dessensibilizagao. 0 sistema j8-adrenergico ilustra ambos. 
Quando a concentragao de adrenalina na corrente sangm- 
nea diminui, ficando menor que a da do receptor, o hor- 
monio se dissocia do receptor e este reassume a conforma- 
gao inativa, na qual nao mais consegue ativar Gg. 

Uma segunda maneira de extinguir a resposta ao es- 
timulo /3-adrenergico e pela hidrolise do GTP ligado a 
subunidade G^, catalisada pela atividade GTPasica intrm- 
seca da protema G. A conversao do GTP ligado em GDP 
favorece o retorno de G^ a conformagao na qual ela liga-se 
as subunidades G^^ - a conformagao em que a protema G e 
incapaz de interagir com a adenilil-ciclase ou estimula-la. 
Isso encerra a produgao de cAMP A taxa de inativagao de 
Gg depende da atividade GTPasica, que e bastante fraca 
na subunidade G^ isolada. Entretanto, as protemas ativa- 
doras de GTPase (GAP) ativam fortemente essa atividade 
de GTPase, levando a inativagao mais rapida da protema G 
(ver Quadro 12-2). As proprias GAP podem ser reguladas 
por outros fatores, estabelecendo uma regulagao mais pre- 
cisa da resposta ao estimulo j8-adrenergico. Um terceiro 
mecanismo para o termino da resposta e a remogao do se- 
gundo mensageiro: a hidrolise do cAMP a 5’-AMP (sem ati¬ 
vidade como segundo mensageiro) pela fosfodiesterase 
de nucleotideo ciclico (a cAMP-fosfodiesterase; Figura 
12-4a, etapa ©; 12-4b). 


Por ultimo, ao final da rota de sinalizagao, os efeitos me- 
tabolicos que resultam da fosforilagao enzimatica sao rever- 
tidos pela agao de fosfoproteina-fosfatases, que hidrolisam 
residues de Ser, Thr ou Tyi fosforilados, liberando fosfato 
inorganico (P^). Cerca de 150 genes do genoma humane co- 
dificam para fosfoproteina-fosfatases, menos do que o nu- 
mero de genes que codificam proteinas-cinases (-500). Al- 
gumas dessas fosfatases sao sabidamente reguladas; outras 
podem agir constitutivamente. Quando a [cAMP] diminui e 
a PKA retorna a forma inativa (etapa © na Figura 12-4a), o 
equilibrio entre fosforilagao e desfosforilagao e deslocado 
na diregao da desfosforilagao por essas fosfatases. 

0 receptor /3-adrenergico e dessensibilizado pela 
fosforila^o e pela associa^ao com arrestina 

Os mecanismos para o termino da sinalizagao descritos an- 
teriormente se iniciam com o termino do estimulo. Um me¬ 
canismo diferente, a dessensibilizagao, suprime a resposta 
mesmo enquanto o sinal persiste. A dessensibilizagao do 
receptor /S-adrenergico e mediada por uma proteina-cinase 
que fosforila o receptor no dominio intracelular, que nor- 
malmente interage com Gg (Figura 12-8). Quando o re¬ 
ceptor e ocupado pela adrenalina, a cinase do receptor 
/3-adrenergico, ou /3ARK (de ^-adrenergic receptor ki¬ 
nase') (tambem chamada de GRK2; ver seguir), fosforila 


O A liga(;ao de adrenalina (E) ao 
receptor /S-adrenergico 
promove a dissocia^ao entre 
® ^sa O^o mostrado). 


0 recruta /3ARK para a 
membrana, onde fosforila 
residuos de Ser na extremidade 
carboxiterminal do receptor. 



0 Na vesicula endocitica, 
a arrestina dissocia-se; 
o receptor e 
desfosforilado e 
retorna a superficie 
celular. 


j8-arrestina (jSarr) 
se liga ao dominio 
carboxiterminal 
fosforilado do 
receptor. 


o 


O complexo 
receptor-arrestina entra 
na celula por endocitose. 


FIGURA 12-8 Dessensibilizagao do receptor /3-adrenergico na 
presen^a constante de adrenalina. Este processo e mediado por 
duas proteinas: cinase do receptor /3-adrenergico (/SARK) e /3-arrestina 
(/Sarr; tambem chamada de arrestina-2). 
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alguns residuos de Ser proximos a extremidade carboxi- 
terminal do receptor, localizada na face citoplasmatica da 
membrana plasmatica. Geralmente situada no citosol, a 
jSARK e recrutada a membrana plasmatica pela associagao 
com as subunidades estando assim posicionada para 
fosforilar o receptor. A fosforilagao do receptor cria um sitio 
de ligagao para a protema /3-arrestina on /3arr (tambem 
chamada de arrestina-2) , e a ligagao de /3-arrestina impe¬ 
de de maneira eficiente a interagao adicional entre o recep¬ 
tor e a protema G. A ligagao de /3-arrestina tambem facilita 
o sequestro do receptor - a remogao das moleculas do re¬ 
ceptor da membrana plasmatica por endocitose em peque- 
nas vesiculas intracelulares. 0 complexo arrestina-receptor 
recruta duas proteinas envoMdas na formagao de vesiculas 
(ver Figura 27-45), o complexo AP-2 e a clatrina, que ini- 
ciam a invaginagao da membrana, levando a formagao de 
endossomos contendo o receptor adrenergico. Nesse es- 
tado, os receptores nao sao acessiveis a adrenalina e sao, 
portanto, inativos. Os receptores nessas vesiculas endociti- 
cas serao, por fim, desfosforilados e retornarao a membrana 
plasmatica, completando o circuito e tornando o sistema 
novamente sensivel a adrenalina. A cinase do receptor fS- 
-adrenergico e um membro de uma familia de cinases dos 
receptores associados a proteinas G (GRK, de G pro¬ 
tein-coupled receptor kinases), e todas fosforilam GPCR 
nos dominios citoplasmaticos carboxiterminais e atuam si- 
milarmente a /3ARK na dessensibilizagao e ressensibilizagao 
dos receptores. Pelo menos cinco GRK diferentes e quatro 
diferentes arrestinas sao codificadas no genoma humano; 
cada GRK e capaz de dessensibilizar um subconjunto espe- 
cifico de GPCR, e cada arrestina pode interagir com muitos 
tipos diferentes de receptores fosforilados. 

0 AMP ciclico age como segundo mensageiro para 
muitas molkulas reguladoras 

A adrenalina e somente um de muitos hormonios, fatores 
de crescimento e outras moleculas reguladoras que atuam 
por alteragao na [cAMP] intracelular e, desta maneira, na 
atividade da PKA (Tabela 12-3). Por exemplo, o glucagon 
se liga ao sen receptor na membrana plasmatica dos adi- 
pocitos, ativando (via uma protema Gg) a adenilil-ciclase. A 
PKA, estimulada pelo resultante aumento na [cAMP], fosfo- 
rila e ativa duas proteinas essenciais para a mobilizagao dos 
acidos graxos dos depositos de gordura (ver Figura 17-3). 
Similarmente, o hormonio peptidico ACTH (hormonio adre- 
nocorticotropico, de adrenocorticotropic hormone, tam¬ 
bem chamado de corticotropina), produzido pela hipofise 
anterior, se liga a receptores especificos no cortex suprar- 
renal, ativando a adenilil-ciclase e elevando a [cAMP] in¬ 
tracelular. A PKA, entao, fosforila e ativa diversas enzimas 
necessarias para a sintese de cortisol e outros hormonios 
esteroides. Em muitos tipos de celulas, a subunidade cata- 
litica da PKA tambem pode transportar-se para dentro do 
nucleo, onde fosforila a protema de ligagao do elemento 
de resposta a cAMP (CREB, de cAMP response element 
binding protein), que altera a expressao de genes especi¬ 
ficos regulados por cAMP. 

Alguns hormonios agem por meio da inihigdo da ade¬ 
nilil-ciclase, desta maneira reduzindo a [cAMP] e supri- 


TABELA 12-3 


Alguns sinais que utilizam cAMP como segundo mensageiro 


Corticotropina (ACTH) 

Hormonio liberador de corticotropina (CRH) 
Dopamina [D^, D 2 ] 

Adrenalina (/3-adrenergico) 

Hormonio foliculo-estimulante (FSH) 

Glucagon 

Histamina [H 2 ] 

Hormonio luteinizante (LH) 

Hormonio estimulante de melanocitos (MSH) 
Odorantes (muitos) 

Hormonio da paratireoide 
Prostaglandinas E^, E 2 (PGE^, PGE 2 ) 
Serotonina [5-HT-la, 5-HT-2] 

Somatostatina 

Moleculas de sabor (doce, amargo) 

Hormonio estimulante da tireoide 


Nota: Subtipos dos receptores entre colchetes. Os sub tipos podem ter diferen¬ 
tes mecanismos de transdugao. Por exemplo, a serotonina e detectada em alguns 
tecidos por receptores dos subtipos 5-HT-la e 5-HT-lb, que agem via adenilil- 
-ciclase e cAMP, e em outros tecidos pelo receptor do subtipo 5-HT-lc, que age 
pelo mecanismo da fosfolipase C/IP 3 (ver Tabela 12-4). 


mindo a fosforilagao de proteinas. Por exemplo, a ligagao 
da somatostatina ao sen receptor causa a ativagao de uma 
protema G inibitoria, ou Gj, estruturalmente homolo- 
ga a Gg, que inibe a adenilil-ciclase e diminui a [cAMP]. A 
somatostatina, portanto, contrabalanga os efeitos do glu¬ 
cagon. No tecido adiposo, a prostaglandina (PGEp ver 
Figura 10-18) inibe a adenilil-ciclase, reduzindo a [cAMP] 
e retardando a mobilizagao das reservas lipidicas iniciada 
por adrenalina e glucagon. Em outros tecidos, a PGE^ esti- 
mula a sintese de cAMP: sens receptores estao acoplados 
a adenilil-ciclase por uma protema G estimulatoria, Gg. Nos 
tecidos com receptores ojg-adrenergicos, a adrenalina dimi¬ 
nui a [cAMP]; nesse caso, os receptores estao acoplados a 
adenilil-ciclase por meio de uma protema G inibitoria, G^. 
Em resumo, um sinal extracelular, como a adrenalina ou a 
PGEj, pode ter efeitos completamente diferentes em dife¬ 
rentes tecidos ou tipos celulares, dependendo de tres fato¬ 
res: o tipo de receptor no tecido, o tipo de protema G (Gg 
ou G^) ao qual o receptor esta acoplado, e o conjunto de en- 
zimas-alvo da PKA nas celulas. Somando as influencias que 
tendem a aumentar e diminuir a [cAMP], a celula Integra os 
sinais previamente mencionados como caractenstica geral 
dos mecanismos de transdugao de sinal (Figura 12-le). 

Outro fator que explica de que modo tantos sinais dife¬ 
rentes podem ser mediados por um unico segundo mensa¬ 
geiro (cAMP) e a restrigao dos processes de sinalizagao a 
regioes especificas da celula por meio das proteinas adap- 
tadoras - proteinas nao catalisadoras que agrupam outras 
moleculas de proteinas que agem em conjunto (descritas 
em mais detalhes a seguir). AKAP (de A kinase ancho¬ 
ring proteins, ou proteinas de ancoragem da cinase 
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A) sao protemas adaptadoras multivalentes; uma regiao da 
protema se liga as subunidades R da PKA (ver Figura 12-6a) 
e outra a uma estmtura especifica da celula, confinando a 
PKA a adjacencia daquela estmtura. Por exemplo, AKAP 
especificas ligam PKA a microtubules, filamentos de acti- 
na, canals ionicos, mitocondrias ou nucleo. Diferentes tipos 
celulares tern diferentes complementos de AKAP, de ma- 
neira que cAMP pode estimular a fosforilagao de protemas 
mitocondriais em uma celula e a fosforilagao de filamentos 
de actina em outra. Em alguns cases, uma AKAP conecta a 
PKA a enzima que leva a ativagao da PKA (adenilil-ciclase) 
ou que extingue a agao da PKA (cAMP-fosfodiesterase ou 
fosfoprotelna-fosfatase) (Figura 12-9). A grande proximi- 
dade dessas enzimas de ativagao e inativagao presumivel- 
mente desencadeia uma resposta muito breve e extrema- 
mente localizada. 

E agora evidente que, para entender completamente 
a sinalizagao celular, pesquisadores necessitam de ferra- 
mentas suficientemente precisas para detectar e estudar 
os aspectos espaciais e temporals dos processes de sina¬ 
lizagao no nlvel subcelular e em tempo real. Para os estu- 
dos da localizagao intracelular das variagoes bioqmmicas, 
a bioqulmica encontra a biologia celular, e as tecnicas que 
cruzam esta fronteira tern se mostrado essenciais para a 
compreensao das rotas de sinalizagao. As sondas fluores- 
centes tern encontrado ampla aplicagao nos estudos so- 
bre sinalizagao. A marcagao de protemas funcionais com 
marcador fluorescente, como a protema fluorescente ver- 
de (GFP, de green fluorescent protein), revela as locali- 
zagoes subcelulares (ver Figura 9-16c). As variagoes no 
estado de associagao de duas protemas (como as subuni¬ 
dades R e C da PKA) podem ser estimadas pela medida 
da transferencia nao radioativa de energia entre sondas 
fluorescentes ligadas a cada protema, tecnica chamada de 
transferencia de energia por ressonancia de fluorescen- 
cia (FRET, de fluorescence resonance energy transfer- 
Quadro 12-3). 

Diacilglicerol, inositol-trifosfato e Ca^"^ tern fun^oes 
relacionadas como segundos mensageiros 

Uma segunda ampla classe de GPCR se acopla por meio 
de uma protema G a uma fosfolipase C (PLC) da mem- 
brana plasmatica, a qual e especifica para o fosfolipideo de 
membrana fosfatidil-inositol-4,5-bifosfato, ou PIPg (ver Fi¬ 
gura 10-16). Quando um dos hormonios que agem por esse 
mecanismo (Tabela 12-4) liga-se ao receptor especifico na 



Receptor 


FIGURA 12-9 A nuclea^ao de complexos supramoleculares pelas 
protemas de ancoragem da cinase A (AKAP). A AKAP5 pertence a uma 
familia de proteinas que atuam como arcaboupos multivalentes, manten- 
do as subunidades cataliticas da PKA - por meio da interapao da AKAP com 
as subunidades reguladoras da PKA - proximas a uma regiao ou estrutura 
celular especifica. A AKAP5 e direcionada as balsas lipidicas na superficie 
citoplasmatica da membrana plasmatica por dois grupos palmitoil ligados 
covalentemente e por um sitio de ligapao ao fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato 
(PIP3). A AKAP5 tambem tern sitios de ligapao para o receptor jS-adrenergico, 
adenilil-ciclase, PKA e uma fosfoproteina-fosfatase (PP2A), aproximando to- 
das estas proteinas no piano da membrana. Quando a adrenalina liga-se ao 
receptor jS-adrenergico, induz a produpao de cAMP pela adenilil-ciclase, 
que chega rapidamente e com muito pouca diluipao ate a PKA proxima. A 
PKA fosforila sua proteina-alvo, alterando sua atividade, ate que a fosfoprote¬ 
ina-fosfatase remova o grupo fosfato e retorne a proteina-alvo ao seu estado 
pre-estimulo. As AKAP neste e em outros casos originam uma alta concen- 
trapao local de enzimas e segundos mensageiros, de modo que o circuito 
de sinalizapao permanece extremamente localizado, e a durapao do sinal e 
limitada. 


membrana plasmatica (Figura 12-10, etapa O), o comple- 
xo receptor-hormonio catalisa a troca de GDP por GTP em 
uma protema G associada, (etapa ©), ativando-a de ma- 
neira muito semelhante a ativagao de G^ pelo receptor adre- 
nergico (Figura 12-4). A protema G^ ativada ativa a PLC 
especifica para PIPg (Figura 12-10, etapa 0), que catalisa 
(etapa O) a produgao de dois potentes segundos mensa¬ 
geiros, diacilglicerol e inositol-1,4,5-trifosfato, ou IP 3 
(nao o confunda com PIP3, p. 456). 


TABELA 12-4 


Alguns sinais que atuam por meio de fosfolipase C, IP3 e Ca^^ 


Acetilcoliria [muscarinico MJ Peptideo liberador de gastrina 
Agonistas a^-adrenergicos Glutamato 

Angiogenma Hormonio liberador de gonadotropina (GRH) 

Angiotensina II Histamina [HJ 

ATP [P2X, P2y] Luz (Drosophila) 

Auxina Ocitocina 


Fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) 
Serotonina [ 5 -HT-lc] 

Hormonio liberador de tireotropina (TRH) 

Hormonio antidiuretico 


Nota: Subtipos dos receptores estao entre colchetes; ver nota de rodape da Tabela 12-3. 
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METODOS 


FRET: a bioquimica vista em uma celula viva 


As sondas fluorescentes sao comumente utilizadas para 
a rapida detecgao de variagoes biologicas em celulas vi¬ 
vas isoladas. Elas podem ser desenvoMdas de mode a 
informarem quase que instantaneamente (dentro de na- 
nossegundos) as variagoes nas concentragoes celulares 
de um segundo mensageiro ou na atividade de uma pro- 
tema-cinase. Alem disso, a microscopia de fluorescencia 
apresenta resolugao suficiente para revelar em qual local 
da celula tais alteragoes estao acontecendo. Em um pro- 
cedimento muito utilizado, as sondas fluorescentes sao 
derivadas de uma protelna fluorescente que ocorre na- 
turalmente, a protema fluorescente verde (GFP) da 
Aequorea victoria (Figura Q-1). 

Quando excitada pela absorgao de um foton de luz, a 
GFP emite um foton (isto e, fluoresce) na regiao do verde 
do espectro. 0 centro de absorgao/emissao de luz da GFP 
(sen cromoforo) e constituldo por uma forma oxidada do 
tripeptldeo -Ser®^-Tyr®®-Gly®^(Figura Q-2). A oxidagao do 
tripeptldeo e catalisada pela propria protema GFP (Figu¬ 
ra Q-3), de maneira que e posslvel clonar essa protema 
em praticamente qualquer celula, onde ela pode agir 
como um marcador fluorescente para qualquer protema 
a qual ela esteja fusionada (ver Figura 9-18). Variantes 
da GFP, com diferentes espectros de fluorescencia, sao 
gerados por engenharia genetica. Por exemplo, na pro¬ 
tema fluorescente amarela (YFP, de yellow fluorescent 
protein') , a Ala^°® da GFP e substituida por um residuo 
de Lys, alterando o comprimento de onda de absorgao da 
luz e a fluorescencia. Outras variantes da GFP tern fluo¬ 
rescencia azul (BFP) ou ciano (GFP), e uma protema re- 
lacionada tern fluorescencia vermelha (mRFPl) (Figura 
Q-4). A GFP e suas variantes sao estruturas compactas 
que mantem a capacidade de se dobrar se na conforma- 
gao nativa em barril (3 mesmo quando fusionadas a outra 
protema. Essas proteinas hibridas agem como reguas es- 
pectroscopicas para estimar as distancias entre proteinas 



FIGURA Q-1 Aequorea victoria, agua-viva abundante na regiao de Puget 
Sound, no Estado de Washington, EUA. 


Cromoforo 

(Ser65_Tyr66_G|y67) 



FIGURA Q-2 A proteina fluorescente verde (GEP), com o cromoforo fluo¬ 
rescente representado na forma de esfera e bastao (derivado da estrutura 
IGELdoPDB). 

que interagem dentro da celula e, indiretamente, para es¬ 
timar as concentragoes locals de compostos que alterem 
as distancias entre duas proteinas. 

Uma molecula fluorescente excitada, como a GFP ou a 
YFP, pode gastar a energia do foton absorvido de duas ma- 
neiras: (1) por fluorescencia, emitindo um foton com com¬ 
primento de onda levemente maior (menor energia) do que 
0 da luz excitante, ou (2) por transferencia de energia 
por ressonancia de fluorescencia (FRET), na qual a 
energia da molecula excitada (o doador) passa diretamente 
a uma molecula proxima (o aceptor) sem a emissdo de um 
foton, excitando o aceptor (Figura Q-5). 0 aceptor pode, 
entao, decair ao estado fundamental por fluorescencia; o 
foton emitido tern um comprimento de onda maior (menor 
energia) do que o da luz excitante original e a emissao flu¬ 
orescente do doador. Esse segundo modo de decaimento 
(FRET) e possivel apenas quando doador e aceptor estao 
proximos um do outro (dentro de 1 a 50 A); a eficiencia 
da FRET e inversamente proporcional a sexta potencia da 
distancia entre doador e aceptor. Portanto, variagoes muito 
pequenas na distancia entre doador e aceptor sao registra- 
das como variagoes muito grandes na FRET, medida como 
a fluorescencia emitida pela molecula aceptora quando o 
doador e excitado. Com detectores de luz suficientemente 
sensiveis, este sinal fluorescente pode ser localizado em re- 
gioes especificas de uma celula viva isolada. 

A FRET tern sido utilizada para medir a [cAMP] em 
celulas vivas. 0 gene da GFP e fusionado com aquele 
da subunidade reguladora (R) da proteina-cinase de- 
pendente de cAMP (PKA), e o gene da BFP e fusionado 
aquele da subunidade catalitica (C) (Figura Q-6). Quan¬ 
do essas duas proteinas hibridas sao expressas em uma 
celula, a BFP (doador; excitagao a 380 nm, emissao a 460 



FIGURA Q-3 0 cromoforo da GEP e derivado de uma serie de tres aminoacidos: -Ser^^-Tyr^^-Gly^U A maturagao do cromoforo envolve um rearranjo 

interno, acoplado a uma reagao de oxidagao que ocorre em multiplas etapas. Um mecanismo resumido esta mostrado aqui. 
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FIGURA Q-4 Espectro de emissao das variantes da GFR 

nm) e a GFP (aceptor; excitagao a 475 nm, emissao a 
545 nm) estao suficientemente proximas na PKA inativa 
(tetramero RgCg) para ocasionarem FRET. Sempre que 
a [cAMP] celular aumenta, o complexo RgCg se dissocia 
em Rg e 2C, e o sinal da FRET e perdido, pois o doador 
e o aceptor estao agora muito distantes para uma FRET 
eficiente. Vista sob nm microscopio de fluorescencia, a 
regiao de [cAMP] mais alta apresenta nm sinal da GFP 
minimo e nm sinal da BFP mais alto. A medida da razao 
entre a emissao a 460 nm e a 545 nm fornece uma medida 
sensivel da variagao na [cAMPj. Determinando essa razao 
em todas as regioes da celula, os pesquisadores produ- 
zem uma falsa imagem colorida da celula, na qual a razao, 
on a [cAMP] relativa, esta representada pela intensidade 
da cor. As imagens gravadas em intervales de tempo re- 
velam as variagoes na [cAMP] ao longo do tempo. 

Uma variagao dessa tecnologia tern side utilizada para 
me dir a atividade da PKA em uma celula viva (Figura 
Q-7). Os pesquisadores criaram nm alvo para a fosfori- 
lagao pela PKA por meio da sintese de uma proteina hi- 
brida que contem quatro elementos: YFP (aceptor); nm 
peptideo curto com nm residue de (pPSer circundado 
pela sequencia consenso da PKA; nm dominio de ligagao 
a@-Ser (chamado de 14-3-3); e GFP (doador). Quando 
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FIGURA Q-6 Medida da [cAMP] com FRET. A fusao de genes cria protei- 
nas hibridas que exibem FRET quando as subunidades reguladora (R) e 
catalitica (C) da PKA estao associadas (baixa [cAMP]). Quando a [cAMP] 
aumenta, as subunidades se dissociam e a FRET cessa. A razao entre a 
emissao a 460 nm (subunidades dissociadas) e 545 nm (subunidades 
complexadas), portanto, fornece uma medida sensfvel da [cAMP]. 


o residue de Ser nao esta fosforilado, o dominio 14-3-3 
nao tern afinidade por ele, e a proteina hibrida existe em 
uma forma estendida, com o doador e o aceptor muito 
afastados para a geragao de nm sinal da FRET. Sempre 
que a PKA estiver ativa dentro da celula, o residue de Ser 
da proteina hibrida sera fosforilado, e o dominio 14-3-3 se 
ligara a Ser. Desta maneira, YFP e CFP se aproximam, e 
nm sinal da FRET pode ser detectado com nm microsco¬ 
pio de fluorescencia, revelando a presenga da PKA ativa. 
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FIGURA Q-5 Quando a protefna doadora (CFP) e excitada com luz mo- 
nocromatica com comprimento de onda de 433 nm, ela emite luz flu- 
orescente de 476 nm (a esquerda). Quando a proteina (em vermelho) 
fusionada a CFP e a protefna (em roxo) fusionada a YFP interagem, a CFP 
e a YFP ficam suficientemente proximas para permitir a transferencia de 
energia por ressonancia de fluorescencia (FRET) entre elas. Agora, quando 
a CFP absorve luz de 433 nm, em vez de fluorescer a 476 nm, ela transfere 
a energia diretamente para a YFP, que, entao, fluoresce em seu compri¬ 
mento de onda de emissao caracteristico, 527 nm. A razao entre a emis¬ 
sao de luz de 527 e 476 nm e, portanto, uma medida da interaqao entre as 
protefnas vermelha e a roxa. 
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FIGURA Q-7 Medida da atividade da PKA com FRET. Uma protefna pro- 
duzida por engenharia genetica une YFP e CFP por meio de urn peptfdeo 
que contem urn resfduo de Ser circundado pela sequencia consenso para 
fosforilagao pela PKA, e o domfnio 14-3-3 de ligagao a (p)-Ser. A PKA ati- 
vada fosforila o resfduo de Ser, que se associa com o domfnio de ligagao 
14-3-3, aproximando as protefnas fluorescentes suficientemente para 
permitir a ocorrencia da FRET, e revelando a presenga de PKA ativa. 
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O 0 hormonio (H) liga-se a 
urn receptor especifico. 

Receptor 

Espa^o extracelular 

Membrana 
plasmatica 


FIGURA12-10 FosfolipaseCelP 3 ativadaspor hormonio. Doissegun- 
dos mensageiros intracelulares sao produzidos pelo sistema de fosfatidil- 
-inositol sensivel a hormonio: inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol sao 
originados pela clivagem do fosfatidil-inositol-4,5-bifosfato (PIP 2 ). Ambos 
contribuem para a ativagao da proteina-cinase C. Pelo aumento da [Ca^^] 
citosolica, o IP 3 tambem ativa outras enzimas dependentes de Ca^^; assim, o 
Ca^^ tambem atua como segundo mensageiro. 
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© A fosforilagao de proteinas 
celulares pela proteina-cinase 
C desencadeia algumas das 
respostas celulares ao hormonio 
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0 inositol-trifosfato, composto soluvel em agua, difun- 
de-se da membrana plasmatica para o reticulo endoplasma¬ 
tico (RE), onde se liga a canais de Ca^^ especificos contro- 
lados por IP3, abrindo-os. A agao da bomba SERCA (ver p. 
410) assegura que a [Ca^^] no RE permanega varias ordens 
de magnitude mais alta do que a concentragao citosolica, de 


modo que, quando esses canais de Ca^^ sao abertos, o Ca^^ 
flui para o citosol (Figura 12-10, etapa ®) e a [Ca^^] cito¬ 
solica rapidamente aumenta para aproximadamente 10”® m. 
Uma consequencia da [Ca^^] elevada e a ativagao da pro- 
tema-cinase C (PKC). 0 diacilglicerol atua em conjunto 
com o Ca^^ para a ativagao da PKC, e, portanto, o Ca^^ tam¬ 
bem age como segundo mensageiro (etapa 0). A ativagao 
envolve o afastamento de um dominio da PKC (o dominio 
do pseudossubstrato) de sua posigao na regiao de ligagao 
ao substrato da enzima, possibilitando que a enzima se li- 
gue e fosforile as proteinas que contenham uma sequencia 
consenso da PKC - residues de Ser ou Thr inseridos em 
uma sequencia de aminoacidos reconhecida pela PKC (eta¬ 
pa ©). Existem diversas isoenzimas da PKC, cada uma com 
distribuigao tecidual, especificidade para a proteina-alvo 
e fungao caracteristicas. Sens alvos incluem proteinas do 
citoesqueleto, enzimas e proteinas nucleares que regulam 
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a expressao genica. Em conjunto, esta familia de enzimas 
desempenha uma ampla variedade de agoes na celula, afe- 
tando, por exemplo, a fungao neuronal e imunologica, e a 
regulagao da divisao celular. 

0 cakio e urn segundo mensageiro que pode ser 
localizado no tempo e no espa^o 

Existem muitas variagoes do esquema basico de sinaliza- 
gao pelo Ca^^. Em muitos tipos de celulas que respondem 
a sinais extracelulares, o Ca^^ age como um segundo men¬ 
sageiro que inicia respostas intracelulares, como a exocito- 
se nos neuronios e nas celulas endocrinas, a contragao nos 
musculos, e os rearranjos do citoesqueleto durante o movi- 
mento ameboide. Nas celulas nao estimuladas, a [Ca^^] ci- 
tosolica e mantida muito baixa C<10~^ m) por meio da agao 
de bombas de Ca^^ localizadas no RE, na mitocondria e na 
membrana plasmatica (como discutido em mais detalhes a 
seguir). Estimulos hormonais, neurais on outros estimulos 
causam o influxo de Ca^^ para dentro da celula por meio 
de canais de Ca^^ especificos da membrana plasmatica, on 
causam a liberagao do Ca^^ sequestrado no RE on na mito¬ 
condria elevando, em qualquer um dos cases, a [Ca^^] cito- 
solica e iniciando uma resposta celular. 

Variagoes na [Ca^^] intracelular sao detectadas por pro- 
teinas ligantes de Ca^^ que regulam uma grande variedade 
de enzimas dependentes de Ca^^. A calmodulina (CaM; 

17.000) e uma protema acida com quatro sitios de liga- 
gao a Ca^^ de alta afinidade. Quando a [Ca^^] intracelular 
aumenta para cerca de 10 ® m (1 pM), a ligagao do Ca^^ a 
calmodulina leva a mudangas na conformagao da protema 
(Figura 12-lla). A calmodulina se associa com diversas 
proteinas e, no estado ligado ao Ca^^, modula suas ativida- 
des (Figura 12-1 lb). Ela e um membro de uma familia de 
proteinas de ligagao ao Ca^^ que tambem inclui a troponina 
(ver Figura 5-32), que inicia a contragao do musculo esque- 
letico em resposta a elevagao na [Ca^^]. Essa familia apre- 
senta em comum uma estrutura de ligagao ao Ca^^, a mao 
EF (Figura 12-1 Ic). 

A calmodulina e uma subunidade integral das protemas- 
-cinases dependentes de Ca^Vcalmodulina (CaM-cina- 

ses, dos tipos I a IV). Quando a [Ca^^] intracelular aumenta 
em resposta a um estimulo, a calmodulina se liga ao Ca^^, 
sofre uma mudauga na conformagao e ativa a CaM-cinase. 
A cinase, entao, fosforila enzimas-alvo, regulando suas ativi- 
dades. A calmodulina tambem e uma subunidade de regula¬ 
gao da cinase da fosforilase b do musculo, ativada por Ca^^. 
Desse modo, o Ca^^ inicia as contragoes musculares que re- 
querem ATP ao mesmo tempo em que ativa a degradagao do 
glicogenio, fornecendo o combustivel para a sintese de ATP. 
Muitas outras enzimas tambem sao moduladas pelo Ca^^ por 
meio da calmodulina (Tabela 12-5). A atividade do segundo 
mensageiro Ca^^, assim como a do cAMP, pode ser espacial- 
mente restrita; depois que sua liberagao inicia uma resposta 
local, 0 Ca^^ geralmente e removido antes que possa difun- 
dir-se para regioes mais distantes da celula. 

Com muita frequencia, o nivel de Ca^^ nao apenas au¬ 
menta e entao diminui, mas, em vez disso, oscila durante um 
periodo de alguns segundos (Figura 12-12) - ainda que a 
concentragao extracelular do hormonio que desencadeia a 
resposta permanega constante. 0 mecanismo que origina as 
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FIGURA 12-11 Calmodulina. A calmodulina, protema mediadora de mui¬ 
tas reapoes enzimaticas estimuladas pelo Ca^^, tern quatro sitios de ligapao 
ao Ca^^ de alta afinidade == 0,1 a 1 |im). (a) Modelo em fitas da estrutura 
cristalografica da calmodulina (PDB ID ICLL). Os quatro sitios de ligagao ao 
Ca^^ estao ocupados pelo ion (em roxo). 0 dominio aminoterminal esta a 
esquerda; o dominio carboxiterminal esta a direita. (b) A calmodulina asso- 
ciada ao dominio helicoidal (em vermelho) da proteina-cinase dependente 
de calmodulina II, uma das muitas enzimas que ela regula (PDB ID ICDL). 
Observe que a longa helice a central da calmodulina, visivel em (a), dobra-se 
para tras com a ligagao do dominio helicoidal do substrato. A helice central 
da calmodulina e claramente mais flexivel em solugao do que no cristal. (c) 
Cada um dos quatro sitios de ligagao ao Ca^^ ocorre em um motivo helice- 
-alga-helice chamado de mao EF, tambem encontrado em muitas outras pro¬ 
teinas de ligagao ao Ca^^. 


TABELA 12-5 


Algumas proteinas reguladas por Ca^"^ e calmodulina 


Adenilil-ciclase (cerebro) 

Protemas-cinases dependentes de Ca^^/calmodulina (CaM- 
-cinases I a IV) 

Canal de Na^ dependente de Ca^^ (Paramecium) 

Canal de liberagao de Ca^^ do reticulo sarcoplasmatico 
Calcineurina (fosfoproteina-fosfatase 2B) 
cAJMP-fosfodiesterase 
Canal olfativo regulado por cAMP 

Canais de Ca^^ e Na^ regulados por cGMP (cones e bastonetes) 

Glutamato-descarboxilase 

Cinases da cadeia leve da miosina 

NAD^-cinase 

Oxido nitrico-sintase 

Fosfatidil-inositol-3-cinase 

ATPase de Ca^^ da membrana plasmatica (bomba de Ca^^) 
RNA-helicase (p68) 
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FIGURA 12-12 O desencadeamento das oscila^es na [Ca^ ] in- 
tracelular por sinais extracelulares. (a) Urn corante (fura) que mostra 
alteraqoes na fluorescencia quando se liga ao Ca^^ difunde-se para dentro 
das celulas, e a emissao de luz instantanea e medida por microscopia de 
fluorescencia. A intensidade da fluorescencia esta representada por cores; 
a escala de cores relaciona a intensidade da cor com a [Ca^^], permitindo 
a determinaqao da [Ca^^] absoluta. Neste caso, timocitos (celulas do timo) 
foram estimulados com ATP extracelular, o que eleva a [Ca^^] intracelular. A 
resposta das celulas e heterogenea; algumas apresentam [Ca^^] intracelular 
alta (em vermelho), e outras, muito mais baixa (em azul). (b) Quando uma 
sonda como esta e utilizada em urn unico hepatocito, o agonista noradre- 
nalina (cuja adiqao esta marcada pela seta) causa oscilaqoes na [Ca^^] de 200 
a 500 nivi. Oscilaqoes similares sao induzidas em outros tipos celulares por 
outros sinais extracelulares. 

oscilagoes na [Ca^^] presumivelmente envolve a regulagao por 
retroalimentagao pelo Ca^^ em alguma parte do processo de 
liberagao de Ca^^. Qualquer que seja o mecanismo, o efeito e 
que um tipo de siual (couceutragao de hormouio, por exem- 
plo) e couvertido em outro (frequeucia e amplitude de “picos” 
de [Ca^^] intracelular). 0 siual do Ca^^ decresce couforme o 
ion se difuude para louge da foute iuicial (canal de Ca^^), e 
sequestrado no RE ou e bombeado para fora da celula. 

Existe uma interconexao significativa entre os sistemas 
de sinalizagao do Ca^^ e do cAMR Em alguns tecidos, tanto 
a enzima que produz cAMP (adenilil-ciclase) quanto a en- 
zima que degrada cAMP (fosfodiesterose) sao estimuladas 
por Ca^^. Variagoes espaciais e temporals na [Ca^^] podem, 
portanto, produzir variagoes transitorias e localizadas na 
[cAMP]. Anteriormente foi mencionado que a PKA, a enzi¬ 
ma que responde ao cAMP, frequentemente e parte de um 
complexo supramolecular altamente localizado agrupado 


sobre protemas de ancoragem, como as AKAP Essa locali- 
zagao subcelular das enzimas-alvo, combinada aos gradien- 
tes espaciais e temporals nas [Ca^^j e [cAMP], permite que 
a celula responda a diferentes sinais por meio de variagoes 
metabolicas sutis, localizadas no tempo e no espago. 

Os GPCR sao responsaveis por medlar as a^es de uma 
ampla variedade de sinais 

0 genoma humano codifica aproximadamente 1.000 re- 
ceptores acoplados a protemas G, reconheciveis por sens 
sete segmentos transmembrana helicoidais e por determi- 
nados residuos altamente conservados. Cada um desses e 
seletivamente expresso, em determinados tipos celulares 
ou sob determinadas condigoes. Juntos, eles permitem que 
as celulas e tecidos respondam a uma ampla gama de esti- 
mulos diferentes, incluindo diversas aminas de baixa massa 
molecular, peptideos, protemas, eicosanoides e outros lipi- 
deos, assim como luz e compostos detectados pelo olfato e 
gustagao. A determinagao das estruturas de varies GPCR 
por cristalografia (Figura 12-13), incluindo o receptor 
j8-adrenergico com sua protema G, e o receptor de hista- 
mina, tern gerado grande interesse tanto a respeito do(s) 
mecanismo (s) de transdugao quanto a respeito das possibi- 
lidades de alterar as atividades desses receptores com far- 
macos. Esses dois receptores sao os alvos de uma variedade 
de amplamente utilizados betabloqueadores e anti-histami- 
nicos, respectivamente. As semelhangas nas estruturas dos 
GPCR vao alem do padrao com sete helices transmembrana 
comum; as estruturas de cinco GPCR diferentes sao quase 
sobrepomveis (Figura 12-13c). Claramente, algum fator na 
sua estrutura tridimensional os torna transdutores eficazes 
para muitos sinais diferentes. 

RESUM012.2 Receptores associados a protemas G e segundos 
mensageiros 

► Receptores associados a protemas G (GPCR) compar- 
tilham um arranjo estrutural comum com sete helices 
transmembrana e agem por meio de protemas G hetero- 
trimericas. Apos a interagao com o ligante, os GPCR ca- 
talisam a troca de GDP por GTP na protema G, causando 
a dissociagao da subunidade G^; a subunidade G^, entao, 
estimula ou inibe a atividade de uma enzima efetora, afe- 
tando 0 nivel do segundo mensageiro produzido. 

► 0 receptor j8-adrenergico ativa uma protema G estimu- 
latoria, G^, ativando a adenilil-ciclase e elevando a con- 
centragao do segundo mensageiro cAMP 0 cAMP es¬ 
timula a fosforilagao de enzimas-alvo importantes pela 
proteina-cinase dependente de cAMP, alterando suas 
atividades. 

► Cascatas enzimaticas, nas quais uma unica molecula de 
hormonio ativa um catalisador, que ativa outro catalisa- 
dor, e assim por diante, resultam em uma grande ampli- 
ficagao do sinal, o que e caracteristico dos sistemas de 
receptores de hormonios. 

► A concentragao de cAMP e, ao final, reduzida pela 
cAMP-fosfodiesterase, e a protema G^ desliga a si mes- 
ma pela hidrolise do GTP ligado a GDP, funcionando 
como um comutador binario autolimitante. 
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► Quando o sinal da adrenalina persiste, a protema-cinase 
especifica para o receptor j 8 -adrenergico e a j 8 -arrestina 
dessensibilizam temporariamente o receptor e levam a 
sua internalizagao em vesiculas intracelulares. 


FIGURA 12-13 O receptor j3-adrenergico e alguns outros GPCR. (a) 

0 receptor j 32 -adrenergico e sua proteina G trimerica associada, (PDB ID 
3SN6). 0 agonista ligado (adrenalina) esta mostrado em amarelo, e as su- 
bunidades de G 3 estao em tres tons de verde. (b) 0 receptor de opioide |jl 
(PDB ID 4DKL), o alvo da morfina e da codeina, com um analogo da morfina 
no sitio de ligagao ao ligante. (c) 0 receptor de histamina HI com doxepi¬ 
na ligada (PDB ID 3RZE). (d) As estruturas de cinco GPCR sobrepostas para 
mostrar a extraordinaria conservagao da estrutura. Estao mostrados o recep¬ 
tor de adenosina A2A humano (em cor de laranja; PDB ID 3EML), o receptor 
jS^-adrenergico de peru (em azul; PDB ID 2VT4), o receptor j 82 "adrenergico 
humano (em verde; PDB ID 2RH1), a rodopsina de lula (em amarelo; PDB ID 
2Z73) e a rodopsina bovina (em vermelho; PDB ID 1U19). 


► Alguns receptores estimulam a adenilil-ciclase por 
meio de Gg; outros a inibem por meio de G^. Portanto, a 
[cAMP] celular reflete a entrada integrada de dois (ou 
mais) sinais. 

► Protemas adaptadoras nao catalisadoras, como as 
AKAP, aproximam as protemas envolvidas em um pro- 
cesso de sinalizagao, aumentando a eficiencia de suas 
interagoes e, em alguns cases, confinando o processo a 
uma localizagao subcelular especifica. 

► Alguns GPCR atuam por meio de uma fosfolipase C da 
membrana plasmatica que diva PIPg em diacilglicerol e 

IPo. Pela abertura de canals de Ca^^ no reticule endo- 
^ 2 + 

plasmatico, o IP 3 eleva a [Ca ] intracelular. 0 diacilgli¬ 
cerol e o Ca^^ agem em conjunto para ativar a proteina- 
-cinase C, a qual fosforila protemas celulares especificas 
e, assim, modula suas atividades. A [Ca^^] tambem re- 
gula (frequentemente via calmodulina) muitas outras 
enzimas e protemas envolvidas em secregao, rearranjos 
do citoesqueleto, ou contragoes. 

12.3 Receptores tirosina-dnases 

Os receptores tirosina-cinases (RTK, de receptor tyrosi¬ 
ne kinases), uma grande familia de receptores da membrana 
plasmatica com atividade cinasica intrinseca, transduzem os 
sinais extracelulares por um mecanismo fundamentalmente 
diferente daquele dos GPCR. Os RTK tern um dominio de 
interagao com 0 ligante na face extracelular da membrana 
plasmatica e um sitio ativo enzimatico na face citoplasma- 
tica, conectados por um unico segmento transmembrana. 0 
dominio citoplasmatico e uma proteina-cinase que fosforila 
residues de lyr em proteinas-alvo especificas - uma tirosina- 


-cinase. Os receptores da insulina e do fator de crescimento 
da epiderme sao os prototipos desse grupo. 

A estimula^ao do receptor de insulina desencadeia uma 
cascata de reaves de fosforila^ao de protemas 

A insulina regula tanto as enzimas do metabolismo quanto a 
expressao genica. Ela nao entra nas celulas, mas inicia um 
sinal que viaja, por uma rota ramificada, desde o receptor 
na membrana plasmatica ate as enzimas sensiveis a insulina 
no citosol e tambem ate o nucleo, onde estimula a transcri- 
gao de genes especificos. 0 receptor proteico de insulina 
(INSR, de insulin receptor) ativo e constituido por duas 
subunidades a identicas, que se projetam para fora da face 
externa da membrana plasmatica, e por duas subunidades 
/3 transmembrana, com as regioes carboxiterminais proje- 
tando-se para dentro do citosol - um dimero de monomeros 
afS (Figura 12-14). As subunidades a contem o dominio 
de ligagao a insulina, e os dominios intracelulares das subu¬ 
nidades j 8 contem a atividade proteina-cinasica que trans- 
fere um grupo fosfato do ATP para o grupo hidroxil de resi¬ 
dues de Tyr em proteinas-alvo especificas. A sinalizagao por 
meio do INSR e iniciada quando a ligagao de uma molecula 
de insulina entre as duas subunidades do dimero ativa a ati¬ 
vidade TVr-cinasica, e cada subunidade jS fosforila tres resi¬ 
dues de Tyi criticos proximos ao carboxiterminal da outra 
subunidade j 8 no dimero (ialS)^- Essa autofosforilagao ex- 
poe o sitio ativo da enzima, para que ela possa fosforilar os 
residues de Tyr em outras proteinas-alvo. 0 mecanismo de 
ativagao da proteina-cinase do INSR e similar aquele des- 
crito para PKA e PKC: uma regiao do dominio citoplasma¬ 
tico (sequencia autoinibitoria), que geralmente oclui o sitio 
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(a) Visao do topo 


(b) Visao do topo 



Visao lateral 
Insulina 


FIGURA12-14 Ativa^ao da tirosina-cinase do receptor de insulina por 
autofosforila^ao. (a) A regiao de ligagao a insulina do receptor de insuli¬ 
na situa-se fora da celula e compreende (b) duas subunidades a e as por- 
goes extracelulares de duas subunidades p, entrelagadas para formar o sitio 
de ligagao a insulina (representado pelo rmodelo de contorno da superficie 
da estrutura cristalografica, derivado da estrutura com identidade no PDB 
2DTG). (A estrutura cristalografica do dominio transmembrana ainda nao foi 
resolvida.) A ligagao da insulina (em vermelho; PDB ID 2CEU) e comunicada, 
por meio da helice transmembrana de cada subunidade j8, aos dominiosTyr- 
-cinase conectados e localizados dentro da celula, ativando-os a fosforilarem 
urn ao outro em tres residues deTyr. (c) (PDB ID 1IRK) Na forma inativa do 
dominioTyr-cinase (antes da fosforilagao dos residues deTyr), a alga de ati- 
vagao (em azul-petroleo) acomoda-se no sitio ativo, e nenhum dos residues 
deTyr criticos (estruturas em esfera e bastao em branco e vermelho) sao fos- 
forilados. Esta conformagao e estabilizada por ligagoes de hidrogenio entre a 
Tyr"^^ e o Asp^^^^ (d) (PDB ID 11RS) A ativagao da Tyr-cinase permite que cada 
subunidade j8 fosforile tres residues deTyr (Tyr^^^^Tyr"^^ eTyr"^^) na outra 
subunidade j8. (Os grupos fosfato estao ilustrados em cor de laranja e verme¬ 
lho). A introdugao de tres residues de(p)-Tyr altamente carregados forga uma 
mudanga de 30 A na posigao da alga de ativagao, afastando-a do sitio de liga¬ 
gao ao substrate, que fica disponivel para ligar e fosforilar uma proteina-alvo. 


(c) 


Dominio tirosina-cinase inativo (d) 
(nao fosforilado) 


Dominio tirosina-cinase ativo 
(triplamente fosforilado) 




Tyri 

Tyri 

Tyri 


A alga de ativagao bloqueia o sitio de ligagao 
ao substrato 


Aspi 
Protema- 
-alvo 


A alga de ativagao triplamente fosforilada move-se 
drasticamente, criando espago para a proteina-alvo 
no sitio de ligagao ao substrato. 


ativo, afasta-se do sitio ativo apos ser fosforilada, abrindo o 
sitio para a ligagao de proteinas-alvo (Figura 12-14). 

Quando o INSR e autofosforilado (Figura 12-15, etapa 
O), um de seus alvos e o substrato do receptor de insulina-1 
(IRS-1, de insulin receptor substrate-1 ; etapa @). Uma vez 
fosforilado em alguns de seus residues de TVr, o IRS-1 torna- 
-se 0 ponto de nucleagao para um complexo de proteinas 
(etapa @) que leva a mensagem do receptor de insulina para 
os alvos finals no citosol e no nucleo, por meio de uma longa 
serie de proteinas intermediarias. Primeiro, um residue de 
®-4yr do IRS-1 se liga ao dominio SH2 da proteina Grb2. 
(SH2 e a abreviagao de Src homology 2, homologia a SRC 2, 
assim nomeado porque a sequencia de um dominio SH2 e si¬ 


milar aquela da Src [pronuncia-se sarc], outra dVr-cinase.) Di- 
versas proteinas de sinalizagao contem dominies SH2, todas 
as quais ligam residues de (PPTyr em uma proteina associada. 
Grb2 e uma proteina adaptadora, sem atividade enzimatica 
intrinseca. Sua fungao e aproximar duas proteinas (neste 
case, IRS-1 e a proteina Sos) que devem interagir para que a 
transdugao de sinal seja possivel. Alem do dominio SH2 (liga¬ 
gao de ®-dyr), a Grb2 tambem contem um segundo dominio 
de ligagao a proteina, SH3, que se liga a uma regiao rica em 
prolina da Sos, recrutando a Sos para o crescente complexo 
receptor. Quando ligada a Grb2, a Sos atua como fator de tro- 
ca de nucleotideos de guanosina (GEF), catalisando a substi- 
tuigao do GDP ligado por GTP na proteina G Ras. 
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Insulina 


0 receptor de insulina liga-se a 
insulina e sofre autofosforila^ao 
nos residuos deTyr 
carboxiterminais. 


/ 




(p 

Citosol (l 



0 receptor de 
insulina fosforila IRS-1 
em residuos deTyr. 



FIGURA 12-15 Regula^ao da expressao ge- 
nica pela insulina por meio de uma cascata 
de MAP-dnases. 0 receptor de insulina (INSR) 
consiste em duas subunidades a na face externa 
da membrana plasmatica e duas subunidades jS 
que atravessam a membrana e projetam-se para 
dentro do citosol. A ligaqao da insulina a subuni- 
dade a provoca uma mudanqa conformacional 
que permite a autofosforilaqao dos residuos de 
Tyr no dominio carboxiterminal das subunidades 
jS. A autofosforilaqao tambem ativa o dominioTyr- 
-cinase, que entao catalisa a fosforilaqao de outras 
proteinas-alvo. A rota de sinalizaqao por meio da 
qual a insulina regula a expressao de genes espe- 
cificos envolve uma cascata de proteinas-cinases, 
em que cada uma delas ativa a proxima. 0 INSR e 
uma proteina-cinase especifica para Tyr; as outras 
cinases (todas mostradas em azul) fosforilam resi¬ 
dues de Ser ou Thr. MEK e uma cinase com dupla 
especificidade, que fosforila tanto urn residue de 
Thr quanto urn residue de Ser na cinase com re- 
gulaqao extracelular (ERK, de extracellular regulated 
kinase); MEK e a cinase ativada por mitogeno ativa- 
dora de ERK (de mItogen-actIvated ERK-actIvatedki¬ 
nase) e SRE e o fator de resposta ao soro (de serum 
response factor). 


DNA 

T ^ mRNA 

Proteina 

0 Elkl fosforilado une-se 
a SRF para estimular a 
transcrigao e a tradugao 
de urn conjunto de 
genes necessaries para a 
divisao celular. 


A ERK move-se para 
o nucleoe fosforila 
fatores de 
transcrigao 
nucleares, como 
Elkl, ativando-os. 


A Ras e o prototipo de uma familia de protemas G 
pequenas que controlam uma ampla variedade de trans- 
dugoes de sinal (ver Quadro 12-2). Como a proteina G 
trimerica que opera com o sistema j8-adrenergico (Figura 
12-5), a Ras pode existir em uma conformagao ligada a GTP 
(ativa) ou ligada a GDP (inativa), porem a Ras (~20 kDa) 
atua como monomero. Quando ligada ao GTP, a Ras pode 
ativar uma proteina-cinase, Raf-1 (Figura 12-15, etapa O), 
a primeira de tres proteinas-cinases - Raf-1, MEK e ERK 
- que formam uma cascata na qual cada cinase ativa a pro¬ 
xima por fosforilagao (etapa ®). As proteinas-cinases MEK 
e ERK sao ativadas pela fosforilagao de um residue de Thr e 
um residue de Tyr. Quando ativada, a ERK controla alguns 
dos efeitos biologicos da insulina, entrando no nucleo e fos- 
forilando fatores de transcrigao como o Elkl (etapa 0 ), que 
modula a transcrigao de aproximadamente 100 genes regu- 
lados pela insulina (etapa ©), alguns dos quais codificam 
proteinas essenciais para a divisao celular. Dessa maneira, a 
insulina atua como fator de crescimento. 

As proteinas Raf-1, MEK e ERK sao membros de tres 
familias maiores, para as quais diversas nomenclaturas tern 


0 dominio SH2 de Grb2 
liga-se a0-Tyr de IRS-1. 
Sos liga-se a Grb2, e entao 
a Ras, causando a liberagao 
do GDP e a ligagao de GTP 
pela Ras. 


A Ras ativada liga-se a 
Raf-1, ativando-a. 


A Raf-1 fosforila a MEK 
em dois residuos de Ser, 
ativando-a. A MEK 
fosforila a ERKem um 
residuo de Thr e um de 
Tyr, ativando-a. 


sido utilizadas. ERK esta na familia das MAPK (proteinas- 
-cinases ativadas por mitogenos, de mitogen-activated 
protein kinases; mitogenos sao sinais extracelulares que 
induzem mitose e divisao celular). Logo apos a descoberta 
da primeira enzima MAPK, foi descoberto que esta enzima 
era ativada por outra proteina-cinase, que foi entao nome- 
ada MAP-cinase-cinase (a MEK pertence a esta familia), e 
quando uma terceira cinase que ativava a MAP-cinase-cinase 
foi encontrada, sua familia recebeu o jocoso nome de MAP- 
-cinase-cinase-cinase (a Raf-1 esta nessa familia). Um pouco 
menos complicadas sao as abreviagoes para as tres familias: 
MAPK, MAPKK, MAPKKK. As cinases nas familias MAPK e 
MAPKKK sao especificas para residuos de Ser ou Thr, e as 
MAPKK (nesse caso, a MEK) fosforilam um residuo de Ser e 
um de Tyr de seu substrate, uma MAPK (nesse caso, a ERK). 

Atualmente, bioquimicos estao conscientes de que a 
rota da insulina e somente um exemplo de uma estrategia 
mais abrangente na qual os sinais hormonais, por rotas si- 
milares aquela mostrada na Figura 12-15, resultam na fos¬ 
forilagao de enzimas-alvo por proteinas-cinases. 0 alvo da 
fosforilagao com frequencia e outra proteina-cinase, que, 
entao, fosforila uma terceira proteina-cinase e assim por 
diante. 0 resultado e uma cascata de reagoes que amplifica 
o sinal inicial em muitas ordens de magnitude (ver Figura 
12-lb). As cascatas das MAPK (Figura 12-15) controlam 
a sinalizagao iniciada por diversos fatores de crescimento, 
como o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF, 
de platelet-derived growth factor') e o fator de crescimen¬ 
to da epiderme (EGF, de epidermal growth factor). Outra 
estrategia geral exemplificada pela rota do receptor de in¬ 
sulina e a utilizagao de proteinas adaptadoras nao enzimati- 
cas para a uniao dos componentes de uma via de sinalizagao 
ramificada, as quais serao apresentadas agora. 
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0 fosfolipideo de membrana PIP 3 age em uma 
ramifica^ao da sinaliza^ao pela insulina 

A rota de sinalizagao da insulina ramifica-se em IRS-1 (Fi- 
gura 12-15, etapa ©). Grb2 nao e a unica proteina que se 
associa com o IRS-1. A enzima fosfoinositideo-3-cinase 
(RISK) liga-se a IRS-1 por meio do dominio SH2 da PI3K 
(Figura 12-16). Uma vez ativada, a PI3K converte o lipi- 
deo de membrana fosfatidilinositol-4,5-bifosfato CPIP 2 ) ^ 
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP 3 ). A cabega polar do 
PIP 3 multiplamente carregada, que se projeta da face cito- 
plasmatica da membrana plasmatica, e o ponto inicial para 
uma segunda ramificagao da sinalizagao, envolvendo outra 
cascata de proteinas-cinases. Quando ligada a PIP 3 , a prote- 
ina-cinase B (PKB, tambem chamada de Akt) e fosforilada 
e ativada por outra proteina-cinase, a PDKl. A PKB ativa¬ 
da, entao, fosforila residuos de Ser on Thr em suas prote- 
inas-alvo, uma das quais sendo a glicogenio-sintase-cinase 
CGSK3). Na forma ativa, nao fosforilada, a GSK3 fosforila a 
glicogenio-sintase, inativando-a e, deste modo, contribuin- 
do para a redugao na sintese de glicogenio. (Esse mecanis- 
mo e apenas parte da explicagao para os efeitos da insulina 
sobre o metabolismo do glicogenio.) Quando fosforilada 
pela PKB, a GSK3 e inativada. Assim, impedindo a inativa- 
gao da glicogenio-sintase no figado e no musculo, a cascata 
de fosforilagoes de proteinas iniciada pela insulina estimu- 


la a sintese de glicogenio (Figura 12-16). Em uma terceira 
ramificagao da sinalizagao nos tecidos muscular e adiposo, 
a PKB inicia o movimento mediado por clatrina dos trans- 
portadores de glicose (GLUT4) de vesiculas internas para 
a membrana plasmatica, estimulando a captagao da glicose 
da corrente sangninea (Figura 12-16, etapa ®; ver tambem 
o Quadro 11-1). 

Como em todas as rotas de sinalizagao, existe um me- 
canismo para 0 termino da atividade da rota da PI3K- 


-PKB. Uma fosfatase especifica para PIP3 (PTEN em huma- 
nos) remove 0 grupo fosfato da posigao 3 do PIP3 e gera 
PIPg, que nao serve como sitio de ligagao para a PKB, e a 
cadeia de sinalizagao e rompida. Em diversos tipos de can¬ 
cer, 0 gene para a PTEN com frequencia encontra-se muta- 
do, resultando em um circuito de regulagao defeituoso e ni- 
veis anormalmente elevados de PIP3 e de atividade da PKB. 
0 resultado parece ser um sinal continue para a divisao ce- 
lular e, consequentemente, para 0 crescimento tumoral. ■ 
0 receptor de insulina e o prototipo de diversos re- 
ceptores enzimaticos com estrutura similar e atividade de 
RTK (Figura 12-17). Os receptores para EGF e PDGF, por 
exemplo, apresentam semelhangas em estrutura e sequen- 
cia com o INSR, e ambos tern uma atividade lyr-cinasica 
que fosforila IRS-1. Muitos desses receptores dimerizam 
apos a interagao com o ligante; o INSR e uma excegao, pois 
ja e um dimero (ial5\ antes da ligagao da insulina. (0 proto- 



GSK3 

(inativa) 


(inativa^ 


(ativa) ) 


GS 

(ativa) 


GLUT4 


Glicogenio 


A GSK3, inativada por 
fosforila^ao, nao consegue 
converter a 

glicogenio-sintase (GS) em 
sua forma inativa por 
fosforila^ao, de maneira 
que a GS permanece ativa. 


A sintese de 
glicogenio a 
partir de glicose 
e acelerada. 


0 IRS-1, fosforilado pelo 
receptor de insulina, 
ativa a PI3K ligando-se ao 
dominio SH2. A PI3K 
converte PIP 2 em PIP 3 . 


A PKB ligada ao PIP 3 e 
fosforilada pela PDKl 
(nao mostrado). Uma vez 
ativada, a PKB fosforila a 
GSK3 em um residue de 
Ser, inativando-a. 


A PKB estimula o 
movimento do 
transportador de glicose 
GLUT4de vesiculas 
membranosas internas 
para a membrana 
plasmatica, aumentando 
a captagao de glicose. 


FIGURA 12-16 A^ao da insulina na smtese de glicogenio e no movi- movimento do transportador de glicose GLUT4 para a membrana plasmati- 

mento de GLUT4 para a membrana plasmatica. A ativapao da PI3-cina- ca, e a ativapao da glicogenio-sintase. 

se (PI3K) pelo IRS-1 fosforilado sinaliza (por meio da proteina-cinase B, PKB) o 
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Dommio de interagao com o ligante 
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FIGURA 12-17 Receptores tirosina-cinases. Os receptores de fatores de 
crescimento que sinalizam por meio da atividadeTyr-cinasica incluem os re¬ 
ceptores de insulina (INSR), o fator de crescimento vascular endotelial (VEGFR),o 
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFR), do fator de crescimento 
da epiderme (EGFR), do fator de crescimento neural de alta afinidade (TrkA) e do 
fator de crescimento de fibroblastos (FGFR).Todos estes receptores tern urn do- 
minioTyr-cinase na face citoplasmatica da membrana plasmatica (em azul). 0 
dominio extracelular e exclusive para cada tipo de receptor, refletindo as espe- 
cificidades dos diferentes fatores de crescimento. Estes dominios extracelulares 
sao tipicamente combinaqdes de motives estruturais, como os segmentos ricos 
em cisteina ou ricos em leucina e os segmentos contendo urn dos diversos mo¬ 
tives comuns as imunoglobulinas (dominios semelhantes a Ig; ver Figura 4-22). 
Muitos outros receptores deste tipo estao codificados no genoma humane, 
cada qual com dominio extracelular e especificidade para o ligante diferentes. 


mero do receptor de insulina e uma unidade a/B.) A ligagao 
de proteinas adaptadoras, como Grb2, a residuos de ©-Tyr 
e um mecanismo comum para a promogao das interagoes 
proteina-protema iniciadas pelos RTK, topico que sera no- 
vamente abordado na Segao 12.5. 

Alem dos muitos receptores que atuam como proteinas- 
-cinases especificas para Tyr (os RTK), algumas proteinas 
de membrana semelhantes a receptores tern atividade de 
Tyr-fosfatase. Com base nas estruturas dessas proteinas, 
e possivel deduzir que sens ligantes sao componentes da 
matriz extracelular ou moleculas da superficie de outras ce- 
lulas. Ainda que suas fungoes em sinalizagao nao sejam tao 
bem compreendidas quanto as fungoes dos RTK, essas mo¬ 
leculas claramente tern o potencial para reverter as agoes 
dos sinais que estimulam os RTK. 

0 que impeliu a evolugao de uma maquinaria de regula- 
gao tao complicada? Esse sistema permite que um receptor 
ativado ative diversas moleculas de IRS-1, amplificando o 
sinal da insulina, e possibilita a integragao de sinais prove- 
nientes de diferentes receptores, como EGFR e PDGFR, 
cada um dos quais podendo fosforilar IRS-1. Alem disso, 
como IRS-1 pode ativar qualquer uma das varias proteinas 
que contem dominios SH2, um unico receptor que atue por 
meio de IRS-1 pode iniciar duas ou mais rotas de sinaliza¬ 
gao; a insulina afeta a expressao genica por meio da rota 
Grb2-Sos-Ras-MAPK e afeta o metabolismo do glicogenio 


e o transporte de glicose por meio da rota PI3K-PKB. Por 
fim, existem diferentes proteinas IRS estreitamente relacio- 
nadas (IRS2, IRS3), cada uma com distribuigao tecidual e 
fungao caracteristicas, enriquecendo ainda mais as possibi- 
lidades de sinalizagao em rotas iniciadas por RTK. 

0 sistema de sinalizagao via JAK-STAT tambem envolve 
atividade tirosina-cinasica 

Uma variagao do sistema fundamental dos receptores 3Vr- 
-cinases sao os receptores que nao tern atividade cinasica 
intrinseca, mas que, quando ocupados pelo ligante, se li- 
gam a uma Tyr-cinase citosolica. Um exemplo e o sistema 
que regula a formagao de eritrocitos em mamiferos. 0 si¬ 
nal para o desenvoMmento, ou citocina, nesse sistema e 
a eritropoietina (EPO), uma proteina com 165 aminoacidos 
produzida nos rins. Quando a EPO se liga ao seu receptor 
na membrana plasmatica (Figura 12-18), o receptor di- 



FIGURA 12-18 O mecanismo de transdu^ao via JAK-STAT do receptor 
de eritropoietina. A ligaqao da eritropoietina (EPO) leva a dimerizaqao do 
receptor de EPO, permitindo que a JAK, uma Tyr-cinase soluvel, ligue-se ao 
dominio interno do receptor e fosforile-o em diversos residuos deTyr. (a) Em 
uma rota de sinalizagao, o dominio SH2 da proteina STATS se liga a residuos 
de ®-Tyr do receptor, aproximando-o da JAK. Em seguida a fosforilagao do 
STATS pela JAK, duas moleculas de STATS dimerizam, cada uma ligando-se 
ao residuo ®-Tyr da outra, deste modo expondo uma sequencia de locali- 
zagao nuclear (NLS, de nuclear localization sequence) que direciona o dimero 
para transporte ao nucleo. No nucleo, o STATS estimula a expressao de genes 
controlados por EPO. (b) Em uma segunda rota de sinalizagao, apos a ligagao 
de EPO e autofosforilagao de JAK, a proteina adaptadora SHG liga-se a ®-Tyr 
do receptor, e Grb2, entao, liga-se a SHG e ativa a cascata das MAPK, como no 
sistema da insulina (ver Figura 12-1S). 
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meriza, e o dimero pode se ligar e ativar a protema-cinase 
soluvel JAK (de Janus kinase'). A JAK ativada fosforila 
diversos residues de Tyr no dommio citoplasmatico do re¬ 
ceptor de EPO. Uma familia de fatores de transcrigao, cole- 
tivamente chamados de STAT (de signal transducers and 
activators of transcription, transdutores de sinal e ativa- 
dores da transcrigao), e tambem alvo da JAK. Um dommio 
SH2 no STAT5 se liga a residues de (E)-Tyr no receptor de 
EPO, posicionando o STAT para fosforilagao pela JAK em 
resposta a EPO. 0 STAT5 fosforilado forma dimeros, expon- 
do um sinal que faz com que seja transportado para dentro 
do nucleo. No nucleo, o STAT5 induz a expressao (transcri- 
gao) de genes especificos essenciais para a maturagao dos 
eritrocitos. Esse sistema JAK-STAT tambem e utilizado por 
outras rotas de sinalizagao, incluindo a do hormonio lepti- 
na, descrita em detalhes no Capitulo 23 (ver Figura 23-36). 
A JAK ativada tambem pode estimular, por meio de Grb2, a 
cascata das MAPK (Figura 12-18b), que leva a alteragoes na 
expressao de genes especificos. 

A Sre e outra proteina jyr-cinase soluvel que se associa 
com determinados receptores quando eles estao interagin- 
do com sens ligantes. 0 dommio caracteristico de ligagao 
a (P)-Tyr foi primeiramente descrito na proteina Sre, sendo 
depois chamado de dominio de homologia a Sre (SH2). 

As interconexoes entre sistemas de sinaliza^o sao 
comuns e complexas 

Embora, por simplicidade, tenham sido analisadas rotas de 
sinalizagao distintas como sequencias separadas de eventos 
que levam a consequencias metabolicas separadas, existe, 
na verdade, uma extensa interconexao entre os sistemas 
de sinalizagao. 0 circuito de regulagao que governa o me- 
tabolismo e ricamente entrelagado e estratificado. A analise 
das rotas de sinalizagao da insulina e da adrenalina foi rea- 
lizada separadamente, porem elas nao trabalham indepen- 
dentemente. A insulina contrapoe os efeitos metabolicos da 
adrenalina na maioria dos tecidos, e a ativagao da rota de si¬ 


nalizagao da insulina atenua diretamente o sistema de sina¬ 
lizagao do receptor j8-adrenergico. Por exemplo, a cinase do 
INSR fosforila diretamente dois residues de Tyr na porgao 
citoplasmatica do receptor jSg-adrenergico, e a PKB, ativada 
pela insulina (Figura 12-19), fosforila dois residues de Ser 
da mesma regiao. A fosforilagao desses quatro residues de- 
sencadeia a internalizagao mediada por clatrina do receptor 
jSg-adrenergico, retirando-o da membrana plasmatica e dimi- 
nuindo a sensibilidade da celula a adrenalina. Um segundo 
tipo de interconexao entre esses receptores ocorre quando 
os residues de (U)-Tyr do receptor jSg-adrenergico, fosforila- 
dos pelo INSR, servem como pontos de nucleagao para pro- 
teinas contendo dominies SH2, como a Grb2 (Figura 12-19, 
lado esquerdo). A ativagao da MAPK ERK pela insulina (ver 
Figura 12-15) e de 5 a 10 vezes maior na presenga do recep¬ 
tor jSg-adrenergico, presumivelmente devido a essa interco¬ 
nexao. Os sistemas de sinalizagao que utilizam cAMP e Ca^^ 
tambem apresentam uma extensa interagao; cada um des¬ 
ses segundos mensageiros afeta a geragao e a concentragao 
do outro. Um dos maiores desafios da biologia de sistemas e 
elucidar os efeitos dessas interagoes nas respostas metaboli¬ 
cas gerais de cada tecido - uma tarefa assustadora. 

RESUMO 12.3 Receptores tirosina-cinases 

► 0 receptor de insulina, INSR, e o prototipo dos recep¬ 
tores enzimaticos com atividade jyr-cinasica. Quando 
a insulina se liga, cada unidade ap do INSR fosforila a 
subunidade /3 da unidade associada, ativando a fungao 
jyr-cinasica do receptor. A cinase catalisa a fosforilagao 
de residues de Tyi em outras proteinas, como IRS-1. 

► Os residues de fosfotirosina em IRS-1 servem como si- 
tios de ligagao para proteinas contendo dominies SH2. 
Algumas dessas proteinas, como a Grb2, tern dois ou 
mais dominies de ligagao a proteinas e podem atuar 
como adaptadores que aproximam outras proteinas. 

► A Sos ligada a Grb2 catalisa a troca GDP-GTP na Ras 
(uma proteina G pequena), a qual, por sua vez, ativa 



FIGURA 12-19 Interconexao entre o receptor de insulina e o 
receptor jS^-adrenergico (ou outro GPCR). Quando o INSR e 
ativado pela ligapao da insulina, sua Tyr-cinase fosforila diretamente 
o receptor jS 2 "adrenergico (a direita) em dois residuos deTyr (Tyr^^° 
eTyr^^^) proximos ao carboxiterminal, e indiretamente (por meio da 
ativagao da proteina-cinase B [PKB]; ver Figura 12-16) causa a fos¬ 
forilagao de dois residuos de Ser na mesma regiao. 0 efeito destas 
fosforilagoes e a internalizagao do receptor adrenergico, reduzindo a 
resposta ao estimulo adrenergico. Alternativamente (a esquerda), a 
fosforilagao catalisada pelo INSR de um GPCR (um receptor adrener¬ 
gico ou outro receptor) em uma Tyr carboxiterminal cria o ponto de 
nucleagao para a ativagao da cascata das MAPK (ver Figura 12-15), 
com a Grb2 atuando como proteina adaptadora. Neste caso, o INSR 
utiliza o GPCR para intensificar seu proprio sinal. 
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uma cascata de MAPK que termina com a fosforilagao 
de proteinas-alvo no citosol e no nucleo. 0 resultado 
sao mudangas metabolicas especificas e alteragoes na 
expressao genica. 

► A enzima PI3K, ativada pela interagao com IRS-1, con- 
verte o lipideo de membrana PIPg em PIP 3 , tornando-o 
um ponto de nucleagao para protemas e ramificando a 
rota de sinalizagao da insulina. 

► No sistema de sinalizagao via JAK-STAT, uma proteina 
Tyr-cinase soluvel (JAK) e ativada pela associagao com 
um receptor, e entao fosforila o fator de transcrigao 
STAT, que entra no nucleo e altera a expressao de um 
conjunto de genes. 

► Existem extensas interconexoes entre as rotas de sina¬ 
lizagao, possibilitando a integragao e a regulagem exata 
de multiples efeitos hormonais. 


12.4 Receptores guanilil-ciclases, cGMP e 
protemas-cinases G 

As guanilil-ciclases (Figura 12-20) sao enzimas receptoras 
que, quando ativadas, convertem GTP no segundo mensa- 
geiro monofosfato ciclico de 3’,5’-guanosina (GMP ci- 
clico, cGMP): 


O 



^pPi 



Monofosfato ciclico de 3t5'-guanosina 
(cGMP) 

Muitas das agoes do cGMP em animals sao mediadas 
pela protema-cinase dependente de cGMP, tambem 
chamada de protema-cinase G (PKG). Quando ativa- 
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FIGURA 12-20 Dois tipos de guanilil-ciclase que participam da trans- 
du^ao de sinal. (a) Um tipo e um homodimero com um unico segmento 
transmembrana em cada monomero, o qual conecta o dominio extracelular 
de interagao com o ligante e o dominio intracelular guanilil-ciclase. Os re¬ 
ceptores deste tipo sao utilizados para detectar dois ligantes extracelulares: 
o fator natriuretico atrial (ANF; com receptores em celulas dos ductos cole- 
tores renais e do musculo liso vascular) e a guanilina (hormonio peptidico 
produzido no intestino, com receptores em celulas do epitelio intestinal). 0 
receptor de guanilina tambem e alvo de uma toxina bacteriana que causa 
diarreia severa. (b) 0 outro tipo e uma enzima soluvel que contem heme 
e e ativada por oxido nitrico (NO) intracelular; esta forma esta presente em 
muitos tecidos, incluindo o musculo liso do coraqao e dos vasos sanguineos. 


da por cGMP, a PKG fosforila residuos de Ser e Thr em 
proteinas-alvo.Os dominios de regulagao e catalitico des- 
sa enzima estao contidos em um unico polipeptideo 
-80.000). Parte do dominio de regulagao se encaixa firme- 
mente na fenda de ligagao ao substrate. A ligagao de cGMP 
forga a saida desse pseudossubstrato do sitio de ligagao, 
abrindo o sitio para proteinas-alvo contendo a sequencia 
consenso da PKG. 

0 GMP ciclico transmite diferentes mensagens em dife- 
rentes tecidos. Nos rins e no intestino, leva a alteragoes no 
transporte de ions e retengao de agua; no musculo cardiaco 
(tipo de musculo liso), ele sinaliza relaxamento; no cerebro, 
ele pode estar envolvido no desenvolvimento e na fungao 
cerebral em adultos. A guanilil-ciclase renal e ativada pelo 
hormonio peptidico fator natriuretico atrial (ANF, de 
atrial natriuretic factor'), liberado pelas celulas do atrio 
cardiaco quando o coragao esta estirado pelo aumento do 
volume sanguineo. Transportado ate os rins pelo sangue, 
o ANF ativa a guanilil-ciclase nas celulas dos ductos cole- 
tores (Figura 12-20a). 0 aumento resultante na [cGMP] 
desencadeia um aumento na excregao renal de Na^ e, con- 
sequentemente, de agua, impelida pela variagao na pressao 
osmotica. A perda de agua reduz o volume de sangue, opon- 
do-se ao estimulo que inicialmente causou a secregao de 
ANF. 0 musculo liso vascular tambem possui um receptor 
guanilil-ciclase para o ANF; quando ligado a esse receptor, 
o ANF causa o relaxamento (vasodilatagao) dos vasos san¬ 
guineos, o que aumenta o fluxo de sangue enquanto diminui 
a pressao sanguinea. 
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Um receptor guanilil-ciclase similar presente na mem- 
brana plasmatica das celulas epiteliais que revestem 
o intestino e ativado pelo peptideo guanilina (Figura 
12-20a), que regula a secregao de Cl' no intestino. Esse 
receptor tambem e o alvo de uma endotoxina proteica 
termoestavel produzida por Escherichia coli e outras 
bacterias gram-negativas. 0 aumento na [cGMP] causado 
pela endotoxina eleva a secregao de Cl' e, consequente- 
mente, diminui a reabsorgao de agua pelo epitelio intesti¬ 
nal, causando diarreia. 

Um tipo diferente de guanilil-ciclase e uma proteina 
citosolica fortemente associada a um grupo heme (Figura 
12-20b), enzima ativada por oxido nitrico (NO, de nitric 
oxide'). 0 oxido nitrico e produzido a partir de arginina pela 
enzima NO-sintase dependente de Ca^^, presente em mui- 
tos tecidos de mamiferos, difundindo-se da celula de ori- 
gem para as celulas proximas. 



Arginina Citrulina 


0 NO e suficientemente apolar para atravessar as mem- 
branas plasmaticas sem um transportador. Na celula-alvo, 
ele se liga ao grupo heme da guanilil-ciclase e ativa a produ- 
gao de cGMR No coragao, uma proteina-cinase dependente 
de cGMP reduz o vigor das contragoes por meio do estimulo 
de bombas de ions que removem o Ca^^ do citosol. 

0 relaxamento do musculo cardiaco induzido por NO 
e uma resposta do mesmo tipo daquela provocada 


pela nitroglicerina e outros nitrovasodilatadores receitados 
para o alivio de angina pectoris, a dor causada pela con- 
tragao de um coragao privado de Og devido ao bloqueio das 
arterias coronarias. 0 oxido nitrico e instavel e sua agao e 
breve; dentro de segundos apos a formagao, ele e oxidado a 
nitrite ou nitrate. Os nitrovasodilatadores produzem um re¬ 
laxamento prolongado do musculo cardiaco porque sao me- 
tabolizados ao longo de algumas horas, gerando uma libera- 
gao constante de NO. 0 valor da nitroglicerina para o 
tratamento de angina foi descoberto acidentalmente nas 
fabricas que produziam nitroglicerina para uso como explo¬ 
sive na decada de 1860. Os trabalhadores com angina rela- 
taram que os sintomas eram muito reduzidos durante a se- 
mana de trabalho, e que aumentavam durante os finals de 
semana. Os medicos tratando desses pacientes ouviram 
essa historia com tanta frequencia que fizeram a conexao, e 
assim foi descoberto um medicamento. 

Os efeitos da sintese de cGMP elevada diminuem 
quando o estimulo cessa, pois uma fosfodiesterase espe- 
cifica (cGMP-PDE) converte o cGMP ao inativo 5’-GMP. 
Os humanos tern diferentes isoformas da cGMP-PDE, com 
diferentes distribuigoes teciduais. A isoforma dos vasos 
sanguineos do penis e inibida pelo farmaco sildenafil (Via¬ 
gra), o qual, portanto, mantem a [cGMP] elevada apos ter 


side aumentada por um estimulo apropriado, justificando 
a utilidade desse farmaco para o tratamento da disfungao 
ere til. 



0 GMP ciclico tern outro mode de agao no olho dos ver- 
tebrados: ele causa a abertura de canals ionicos especificos 
nos cones e bastonetes da retina. A fungao do cGMP sera 
abordada na discussao sobre a visao na Segao 12.10. 

RESUM012.4 Receptores guanilil-ciclases, cGMP e protemas- 
cinasesG 

► Diversos sinais, incluindo o fator natriuretico atrial e 
a guanilina, agem por meio de receptores enzimaticos 
com atividade de guanilil-ciclase. 0 cGMP produzido 
dessa maneira e um segundo mensageiro que ativa a 
proteina-cinase dependente de cGMP (PKG). Essa en¬ 
zima altera o metabolismo por meio da fosforilagao de 
enzimas-alvo especificas. 

► 0 oxido nitrico e um mensageiro de vida curta que esti- 
mula uma guanilil-ciclase soluvel, elevando a [cGMP] e 
ativando a PKG. 


12.5 Protemas adaptadoras multivalentes e 
balsas Mpi'dicas da membrana 

Duas generalizagoes emergiram dos estudos sobre os sis- 
temas de sinalizagao como aqueles discutidos ate este 
memento: (1) proteinas-cinases que fosforilam residues 
de Tyr, Ser e Thr sao essenciais para a sinalizagao, dire- 
tamente afetando as atividades de um grande numero de 
substrates proteicos por meio de sua fosforilagao, e (2) as 
interagoes proteina-proteina que resultam da fosforilagao 
reversivel de residues de Tyr, Ser e Thr em proteinas sina- 
lizadoras criam sitios de ancoragem para outras protei¬ 
nas que causam efeitos indiretos em proteinas a jusante 
na rota de sinalizagao. Na verdade, muitas proteinas de 
sinalizagao sao multivalentes - elas podem interagir com 
diversas proteinas diferentes simultaneamente para for- 
mar complexes de sinalizagao multiproteicos. Esta segao 
apresenta alguns exemplos que ilustram os principles ge- 
rais das interagoes proteicas dependentes de fosforilagao 
em rotas de sinalizagao. 

Modules proteicos se ligam aos residues de Tyr, Ser ou 
Thr das proteinas associadas 

A proteina Grb2 da rota de sinalizagao da insulina (Figuras 
12-15 e 12-19) liga-se por meio do dominio SH2 a outras 
proteinas que apresentem residues de Tyr expostos. 0 ge- 
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noma humano codifica pelo menos 87 protemas que contem 
SH2, muitas ja conhecidas por participarem da sinalizagao 
celular. 0 residuo de ®-Tyr liga-se a uma fenda profunda 
do dommio SH2, com cada um dos oxigenios do fosfato par- 
ticipando de ligagoes de hidrogenio on interagoes eletrosta- 
ticas; as cargas positivas de dois residues de Arg sao muito 
importantes para a ligagao. As diferengas sutis na estrutura 
dos dommios SH2 sao responsaveis pela especificidade da 
interagao das protemas contendo SH2 com as varias pro¬ 
temas que contem ©-Tyr. 0 dommio SH2 tipicamente in¬ 
terage com uma ®-Tyr (a qual e atribuida a posigao 0) e 
com os proximos tres residues em diregao ao carboxitermi- 
nal (designados +1, +2, +3). Alguns dommios SH2 (Src, 
Fyn, Hck, Nek) preferem residues negativamente carrega- 
dos nas posigoes +1 e +2; outros (PLCyl, SHP2) tern uma 
longa fenda hidrofobica que se liga a residues alifaticos nas 
posigoes +1 a +5. Essas diferengas definem as diferentes 
especificidades das subclasses de dominios SH2. 

Os dominios de ligagao a fosfotirosiua (dommios PTB, 
de phosphotyrosine-hinding domain] Figura 12-21) tam- 
bem se associam a proteiuas com ©-Tyi", porem suas sequeu- 
cias criticas e sua estrutura tridimensional os distiuguem dos 
dominios SH2. 0 genoma humano codifica 24 proteiuas que 
contem dominios PTB, iucluindo o lRS-1, com sua fungao 
como proteiua adaptadora ua transdugao do siual da iusulina 
ja comeutada (Figura 12-15). Os sitios de ligagao a ®-Tyr 
dos dominios SH2 e PTB nas proteiuas as quais eles asso- 
ciam-se sao criados por dVr-ciuases e elimiuados por prote- 
iua-tirosina-fosfatases / fosfotirosiua-fosfatases (PTPases). 

Outras proteinas-cinases sinalizadoras, iucluindo PKA, 
PKC, PKG e membros da cascata das MAPK, fosforilam re¬ 
sidues de Ser ou Thr nas proteiuas-alvo, as quais, em alguns 
cases, adquirem a capacidade de interagir com outras pro- 
teinas por meio do residuo fosforilado, desencadeando um 
processo subsequente. Uma “sopa de letrinhas” de domi- 



FIGURA 12-21 Interagao de um dommio PTB com um residuo de 
®-Tyr de uma protema associada. (Identidade no PDB 1SHC) 0 dominio 
PTB esta representado como uma superficie molecular em azul. 0 residuo de 
®-Tyr da proteina associada (em vermelho) se projeta para dentro de um 
bolso de ligapao no dominio PTB onde ele e firmemente mantido por meio 
de multiplas interagoes nao covalentes. 


nios que se ligam aos residues de ®-Ser ou ®-Thr tern side 
identificadas, e certamente outras ainda serao encontradas. 
Cada dominio protege uma determinada sequencia ao redor 
do residuo fosforilado, de maneira que os dominios repre- 
sentam familias com sitios de reconhecimento altamente 
especificos, capazes de ligar-se a um subconjunto especifico 
de proteiuas fosforiladas. 

Em alguns cases, a regiao de uma proteina que se liga a 
®-4yr de um substrate proteico esta encoberta pela inte¬ 
ragao com uma ®-Tyr na mesma proteina. Por exemplo, a 
proteina Tyr-cinase soluvel Src, quando fosforilada em um 
residuo de Tyr critico, torna-se inativa; um dominio SH2 
que deveria ligar-se ao substrate proteico liga-se, ao inves, a 
®-4Vr interna. Quando esse residuo de ®-Tyr e hidrolisado 
por uma fosfoproteina-fosfatase, a atividade lyr-cinasica da 
Src e ativada (Figura 12-22a). Similarmente, a glicogenio- 
-sintase-cinase-3 (GSK3, de glycogen synthase kinase S') 
esta inativa quando fosforilada em um residuo de Ser do 



FIGURA 12-22 O mecanismo de autoinibi^ao de Src e GSK3. (a) Na 

forma ativa da Tyr-cinase Src, um dominio SH2 liga-se a uma ®-Tyr do subs- 
trato proteico, e um dominio SH3 liga-se a uma regiao do substrato rica em 
prolina, alinhando o sitio ativo da cinase com alguns residuos-alvo deTyr no 
substrato (parte superior). Quando a Src e fosforilada em um residuo deTyr 
especifico (parte inferior), o dominio SH2 liga-se a ®-Tyr interna em vez de 
ligar-se a ®-Tyr do substrato, e o dominio SH3 liga-se a uma regiao inter¬ 
na rica em prolina, impedindo a efetiva ligagao enzima-substrato; a enzima 
esta, portanto, autoinibida. (b) Na forma ativa da glicogenio-sintase-cinase-3 
(GSK3), um dominio de ligagao a ®-Ser interno esta disponivel para ligar a 
®-Ser do substrato (a glicogenio-sintase) e, deste modo, posicionar a cina¬ 
se para forforilar os residuos de Ser vizinhos (parte superior). A fosforilagao 
de um residuo de Ser interno permite que um segmento interno da cinase 
ocupe o sitio de ligagao a ®-Ser, bloqueando a ligagao do substrato (parte 
inferior). 
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dommio autoinibitorio (Figura 12-22b). A desfosforilagao 
desse dommio libera a enzima para ligar-se (e depois fosfo- 
rilar) suas proteinas-alvo. 

Alem dos tres residuos comumente fosforilados em pro- 
teinas, existe uma quarta estrutura a partir da qual se formam 
complexos supramoleculares de proteinas sinalizadoras: o 
grupo polar fosforilado dos fosfatidilinositois da membrana. 
Muitas proteinas de sinalizagao contem dominios como SH3 
e PH (dommio de homologia a plextrina; de plextrin homo¬ 
logy') que se ligam firmemente ao PIP3 que se projeta a partir 
da face interna da membrana plasmatica. Sempre que a enzi¬ 
ma PI 3 K gerar esse grupo polar fosforilado (como acontece 
em resposta ao sinal da insulina), proteinas que se ligam a 
PIP3 irao agrupar-se na superficie da membrana. 

A maioria das proteinas envolvidas em sinalizagao na 
membrana plasmatica tern um on mais dominios de ligagao 
a proteinas on fosfolipideos; muitas tern tres ou mais, sen- 
do, portanto, multivalentes nas interagoes com outras pro¬ 
teinas sinalizadoras. A Figura 12-23 mostra apenas algu- 
mas das proteinas multivalentes conhecidas por participar 


da sinalizagao. Muitos dos complexos incluem componentes 
com dominios de ligagao a membrana. Considerando que 
tantos processes de sinalizagao estabelecem-se na super¬ 
ficie interna da membrana plasmatica, as moleculas que 
devem colidir para produzir a resposta sinalizadora estao 
efetivamente confinadas a um espago bidimensional - a su¬ 
perficie da membrana; as colisoes aqui sao muito mais pro- 
vaveis do que no espago tridimensional do citosol. 

Em resume, um quadro extraordinario de rotas de sina¬ 
lizagao tern emergido a partir dos estudos de muitas protei¬ 
nas sinalizadoras e sens multiples dominios de ligagao. Um 
sinal inicial resulta na fosforilagao do receptor ou de uma 
proteina-alvo, iniciando o agrupamento de grandes comple¬ 
xos multiproteicos, unidos sobre arcabougos com capacida- 
des de ligagao multivalentes. Alguns desses complexos con¬ 
tem diferentes proteinas-cinases que ativam umas as outras 
em sequencia, produzindo uma cascata de fosforilagoes e 
uma grande amplificagao do sinal inicial. As interagoes en- 
tre as cinases destas cascatas nao sao deixadas ao acaso 
das colisoes aleatorias no espago tridimensional. Na cascata 


Alvos da ligagao 


Adaptador 


Adaptador 


Cinase 


Fosfatase 


tjUtjaptjU 




Tyr-cinase |— Src 


SH2 \-f SH2 V Tyr-fosfatase — Shp2 


Proteina rica em prolina ou lipideo 
de membrana PIP 3 


(A) Tyr^ 
O 
O 


PIP 3 

Q Fosfolipideos (dependentes de Ca^q 
I I DNA 

Q Ativagao da transcrigao 

Dommio carboxiterminal 
I I marcando a protema para ligagao 
de ubiquitina 


Sinalizagao pela Ras 


Transcrigao 


Regulagao do sinal 



RasGAP 


Sinalizagao pelo segundo/p|_| 
mensageirofosfolipidico~y /~ 1 




PLCy 


FIGURA 12-23 Alguns modulos de ligagao de proteinas sinalizado¬ 
ras. Cada proteina esta representada por uma linha (com a extremidade 
aminoterminal a esquerda); os simbolos indicam a localizaqao de dominios 
conservados (as especificidades estao listadas na legenda; abreviaqoes estao 
explicadas no texto); os retangulos em verde indicam atividades cataliticas. 


0 nome de cada proteina esta mostrado na extremidade carboxiterminal. 
Estas proteinas sinalizadoras interagem com proteinas fosforiladas ou fos¬ 
folipideos em diversos arranjos e combinagoes para formar complexos de 
sinalizagao integrados. 
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das MAPK, por exemplo, uma protema de ancoragem, KSR, 
liga as ties cinases (MAPK, MAPKK e MAPKKK), garan- 
tindo sua proximidade e a orientagao correta, e ate mesmo 
conferindo propriedades alostericas as interagoes entre as 
cinases, o que torna essa serie de fosforilagoes sensivel a 
estimulos muitos pequenos (Figura 12-24). 

As fosfotirosina-fosfatases removem o fosfato dos 
residues de (P)-Tyr, revertendo o efeito da fosforilagao. 
Algumas delas sao protemas de membrana similares a 
receptores, presumivelmente controladas por fatores ex- 
tracelulares ainda nao identificados; outras PTPases sao 
soluveis e contem dommios SH2. Alem disso, as celulas 
animais tern protemas (^-Ser- e (p)-Thr-fosfatases, que re- 
vertem os efeitos de protemas-cinases especificas para Ser 


Estimulo Estimulo 



Resposta intensa Resposta fraca 


(a) 



(b) 

FIGURA 12-24 Uma protema de ancoragem de levedura que organi¬ 
ze e regula uma cascata de protemas-cinases. (a) A proteina de anco- 
ragem KSR tern sitios de ligagao para cada uma das tres cinases da cascata 
da Raf/MEK/Erk. Por ligar todas elas nas orientapoes apropriadas, a proteina 
de ancoragem torna as interapoes entre estas protemas rapidas e eficien- 
tes. Quando a Erk e ativada (a esquerda), ela fosforila o sitio de ligapao da 
Raf (a direita), forpando uma mudanpa conformacional que desloca a Raf 
e, portanto, impede a fosforilapao da MEK. 0 resultado desta regulapao por 
retroalimentapao e a fosforilapao temporaria da MEK. (b) Nas celulas de leve¬ 
dura com uma KSR mutante, carecendo dos sitios de fosforilapao (curva em 
vermelho), a retroalimentapao nao ocorre, originando uma curva de tempo 
diferente para a sinalizapao. 


e Thr. E possivel observar, assim, que a sinalizagao ocorre 
em circuitos proteicos, os quais efetivamente conectam o 
receptor do sinal ao efetor da resposta, podendo ser desli- 
gados instantaneamente pela hidrolise de uma unica liga- 
gao ester de fosfato a montante. 

A multivalencia das protemas sinalizadoras possibilita 
a montagem de muitas combinagoes diferentes de modu¬ 
les de sinalizagao, sendo cada combinagao apropriada para 
sinais, tipos celulares e circunstancias metabolicas especi¬ 
ficas, gerando diversos circuitos de sinalizagao de extraor- 
dinaria complexidade. 

Balsas lipidicas da membrana e caveolas podem 
segregar protemas sinalizadoras 

As balsas lipidicas (Capitulo 11) sao regioes da bicamada da 
membrana enriquecidas em esfingolipideos, esterois e cer- 
tas proteinas, incluindo muitas proteinas unidas a bicamada 
por meio de ancoras de GPL 0 receptor j8-adrenergico e se- 
gregado em balsas que contem proteinas G, adenilil-ciclase, 
PKA e uma proteina-fosfatase especifica, PP2, que, em con- 
junto, fornecem uma unidade de sinalizagao altamente in- 
tegrada. Pela segregagao em uma pequena regiao da mem¬ 
brana plasmatica de todos os elementos necessaries para 
responder a um sinal e para extingui-lo, a celula e capaz 
de produzir uma “lufada” de segundo mensageiro extrema- 
mente curta e localizada. 

Alguns RTK (EGER e PDGFR) parecem estar localiza- 
dos em balsas lipidicas, sendo muito provavel que este iso- 
lamento seja funcionalmente significative. Quando o coles- 
terol e removido das balsas pelo tratamento da membrana 
com ciclodextrina (que se liga e remove o colesterol), as 
balsas sao danificadas e as rotas de sinalizagao via RTK se 
tornam defeituosas. 

Case um RTK seja fosforilado em uma balsa, e a unica 
PTPase localmente disponivel para reverter essa fosforila¬ 
gao esteja em outra balsa, a desfosforilagao do RTK e re- 
tardada ou impedida. As interagoes entre proteinas adap- 
tadoras podem ser suficientemente fortes para recrutar 
para dentro de uma balsa uma proteina sinalizadora que 
normalmente nao se localiza na balsa, ou pode mesmo ser 
forte o suficiente para remover um receptor de uma balsa. 
Por exemplo, em fibroblastos isolados, o EGER geralmente 
esta concentrado em balsas especializadas, chamadas cave¬ 
olas (ver Figura 11-22), porem o tratamento com EGF leva 
a saida do receptor da balsa. Essa migragao e dependente 
da atividade proteina-cinasica do receptor; receptores mu- 
tantes que carecem desta atividade permanecem na balsa 
durante o tratamento com EGF. A caveolina, uma proteina 
integral da membrana localizada nas caveolas, e fosforilada 
em residues de Tyr em resposta a insulina, e o EGER agora 
ativado pode recrutar para a balsa seus parceiros de liga- 
gao. A segregagao espacial de proteinas sinalizadoras em 
balsas adiciona outra dimensao aos ja complexes processes 
iniciados pelos sinais extracelulares. 

RESUM012.5 Protemas adaptadoras multivalentes e balsas 
lipidicas da membrana 

► Muitas proteinas sinalizadoras apresentam dominies 

que se Ilgam aos residues de T^r, Ser ou Thr fosforilados 
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em outras protemas; a especificidade de ligagao para 
cada dommio e determinada pelas sequencias adjacen- 
tes ao residuo fosforilado do substrate. 

► Dommios SH2 e PTB se ligam a protemas que conte- 
nham residues de ®-Tyr; outros dommios se ligam aos 
residues de ®-Ser e ®-Thr em diferentes contextos. 

► Dommios SH3 e PH se ligam ao fosfolipideo de membra- 
na PIP 3 . 

► Muitas protemas de sinalizagao sao multivalentes, 
com diversos modules de ligagao diferentes. As ce- 
lulas criam um grande numero de complexes de si- 
nalizagao multiproteicos por meio da combinagao das 
especificidades de substrates das varias proteinas- 
-cinases com as especificidades de dommios que se 
ligam a residues de Ser, Thr ou Tyr fosforilados, e com 
fosfatases que podem inativar rapidamente uma rota 
de sinalizagao. 

► Balsas de membrana e caveolas sequestram grupos de 
proteinas sinalizadoras em pequenas regioes da mem¬ 
brana plasmatica, intensificando suas interagoes e tor- 
nando a sinalizagao mais eficiente. 


12.6 Canals Idnkos controlados por portoes 

Canals ionicos sao a base da sinalizagao eletrica nas 
celulas excitaveis 

Certas celulas dos organismos multicelulares sao “exci¬ 
taveis”: elas podem detectar um sinal externo, converte- 
-lo em um sinal eletrico (especificamente, uma alteragao 
do potencial da membrana) e passa-lo adiante. As celulas 
excitaveis desempenham papeis essenciais na condugao 
nervosa, na contragao muscular, na secregao hormonal, 
nos processes sensoriais, no aprendizado e na memoria. 
A excitabilidade de celulas sensoriais, de neuronios e de 
miocitos depende de canals ionicos, transdutores de sinal 
que fornecem uma rota regulada para o movimento de ions 
inorganicos, como Na^, K^, Ca^^ e Cl', atraves da membra¬ 
na plasmatica em resposta a varies estimulos. Relembre 
do Capitulo 11 que esses canals ionicos sao controlados 
por “portoes”: podem estar abertos ou fechados, depen- 
dendo do receptor associado estar ativado pela interagao 
com seu ligante especifico (um neurotransmissor, por 
exemplo) ou por uma variagao no potencial eletrico trans- 
membrana, 1®. A Na^K^-ATPase e eletrogenica; ela cria 
um desequilibrio de cargas atraves da membrana plasma¬ 
tica por transportar 3 Na^ para fora da celula para cada 2 

transportados para dentro (Figura 12-25a), tornando 
o interior negative em relagao ao exterior. A membrana, 
assim, e dita polarizada. 

CONVEN^AO-CHAVE: 1 ® e negative quando o interior da celula 
e negative em relagao ao exterior. Para uma celula animal 
tipica, ® = -50 a -70 mV. ■ 

Como os canals ionicos geralmente permitem a passa- 
gem de anions ou de cations, mas nao de ambos, o fluxo 
dos ions por um canal causa uma redistribuigao de cargas 
nos dels lados da membrana, alterando ®. A entrada de um 


(a) 



AATPasedeNa+K+ 
eletrogenica forma o 
potencial de membrana. 


Membrana 

plasmatica 


Potencial de membrana 
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mover a favor dos 
seus gradientes 
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atraves da membrana 
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FIGURA 12-25 Potencial eletrico transmembrana. (a) A ATPase de 
Na^K^ eletrogenica produz um potencial eletrico transmembrana de aproxi- 
madamente -60 mV (interior negativo). (b) As setas azuis indicam a direpao 
na qual os ions tendem a mover-se espontaneamente atraves da membrana 
plasmatica de uma celula animal, impelidos por uma combinagao dos gra¬ 
dientes quimicos e eletricos. 0 gradiente quimico impele Na^ e Ca^^ para 
dentro (causando despolarizapao) e para fora (causando hiperpolariza- 
pao). 0 gradiente eletrico impele Cl' para fora, contra o seu gradiente de con- 
centrapao (causando despolarizapao). 


ion positivamente carregado, tal como o Na^, ou a saida de 
um ion negativamente carregado, como o Cl', despolariza a 
membrana e aproxima ® de zero. Inversamente, a saida de 
hiperpolariza a membrana, e ® torna-se mais negativo. 
Esses fluxos ionicos pelos canals sao passivos, ao contrario 
do transporte ativo efetuado pela de Na^K^-ATPase. 

A diregao do fluxo ionico espontaneo por uma membra¬ 
na polarizada e determinada pelo potencial eletroquimico 
de membrana para aquele ion, o qual possui dois compo- 
nentes: a diferenga na concentragao (C) do ion nos dois 
lados da membrana, e a diferenga no potencial eletrico, 
expressa em milivolts. A forga (AG) que causa a passagem 
espontanea de um cation (p. ex., Na^) para dentro da celula 
por meio de um canal ionico e uma fungao da razao de sua 
concentragao nos dois lados da membrana (G^g^^^yC^® e da 
diferenga no potencial eletrico (® ou Ai//): 

AG = ET]nCC,,„JC,„J+ZJV^ 


( 12 - 1 ) 
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onde R edi constante dos gases, T a temperatura absoluta, 
Z a carga do ion, e J a constante de Faraday. (Observe que 
o sinal da carga do ion determina o sinal do segundo termo 
da Equagao 12-1.) Em um neuronio on miocito tipico, as 
concentragoes de Na^, K^, Ca^^ e CF no citosol sao muito 
diferentes daquelas do fluido extracelular (Tabela 12-6). 
Dadas essas diferengas nas concentragoes, o em repou- 
so de aproximadamente —60 mV e a relagao mostrada na 
Equagao 12-1, a abertura de um canal de Na^ on Ca^^ re- 
sultara em um fluxo espontaneo de Na^ on Ca^^ para den- 
tro da celula (e em despolarizagao), enquanto a abertura 
de um canal de resultara em um fluxo espontaneo de 

para fora da celula (e em hiperpolarizagao) (Figura 12- 
25b). 0 K^, nesse caso, move-se contra o gradiente ele- 
trico, devido a grande diferenga de concentragao dentro e 
fora da celula, que cria uma forga quimica mais potente e 
impele o ion para fora. 

Uma determinada especie ionica continua a fluir por 
um canal enquanto a combinagao entre gradiente de con¬ 
centragao e potencial eletrico prove uma forga propulso- 
ra. Por exemplo, a medida que o Na^ flui a favor de seu 
gradiente de concentragao, ele despolariza a membrana. 
Quando o potencial de membrana atingir +70 mV, o efeito 
deste potencial de membrana (resistencia a entrada adi- 
cional de Na^) iguala o efeito do gradiente da [Na^] (que 
promove a entrada de Na^). Nesse potencial de equilibrio 
(E*), a forga propulsora (AG) que tende a mover ions Na^ 
e zero. 0 potencial de equilibrio e diferente para cada es¬ 
pecie ionica, pois os gradientes de concentragao sao dife¬ 
rentes. 

0 numero de ions que deve fluir para produzir uma va- 
riagao fisiologicamente significativa no potencial de mem¬ 
brana e infimo em relagao as concentragoes de Na^, e 
Cr nas celulas e no fluido extracelular, de modo que os flu- 
xos ionicos que ocorrem durante a sinalizagao em celulas 
excitaveis essencialmente nao tern efeito algum sobre as 
concentragoes desses ions. Essa situagao e diferente para 
o Ca^^; como a [Ca^^] intracelular geralmente e muito baixa 
(~10 '^ m), a entrada de Ca^^ pode alterar de modo significa- 
tivo a [Ca^^] citosolica. 

0 potencial de membrana de uma celula em um dado 
tempo e o resultado dos tipos e numeros de canals ioni¬ 
cos abertos naquele momento. Na maioria das celulas em 
repouso, mais canals de do que canals de Na^, Cl' ou 
Ca^^ estao abertos e, portanto, o potencial de repouso e 
mais proximo do E para o (-98 mV) do que daquele 
para qualquer outro ion. Quando os canals de Na^, Ca^^ ou 
cr se abrem, o potencial de membrana move-se na diregao 
do E para o ion em questao. 0 tempo preciso de abertura 


e fechamento de canals ionicos e as variagoes transitorias 
resultantes no potencial de membrana sao a base da sinali¬ 
zagao eletrica por meio da qual o sistema nervoso estimula 
o musculo esqueletico a contrair, o coragao a bater ou as 
glandulas secretoras a liberarem seus conteudos. Alem dis- 
so, muitos hormonios exercem seus efeitos pela alteragao 
do potencial de membrana das celulas-alvo. Esses mecanis- 
mos nao estao limitados as celulas animals; canals ionicos 
desempenham fungoes importantes nas respostas de bacte- 
rias, protistas e plantas aos sinais do ambiente. 

Para ilustrar a agao dos canals ionicos na sinalizagao 
celula-celula, serao descritos os mecanismos pelos quais 
um neuronio passa adiante um sinal ao longo de todo o seu 
comprimento e atravessa uma sinapse ate o proximo neuro¬ 
nio (ou ate um miocito) em um circuito celular, utilizando a 
acetilcolina como neurotransmissor. 

Os canals ionicos controlados por voltagem produzem os 
potenciais de a^ao neuronals 

A sinalizagao no sistema nervoso e efetuada por redes de 
neuronios, celulas especializadas que transferem um impul¬ 
se eletrico (potencial de agao) a partir de uma extremidade 
da celula (o corpo celular) ao longo de uma extensao ci- 
toplasmatica alongada (o axonio). 0 sinal eletrico desen- 
cadeia a liberagao de moleculas de neurotransmissores 
na sinapse, transferindo o sinal para a proxima celula no 
circuito. Tres tipos de canals ionicos controlados por 
voltagem sao essenciais a esse mecanismo de sinalizagao. 
Ao longo de todo o comprimento do axonio estao canals 
de Na^ controlados por voltagem (Figura 12-26), que 
permanecem fechados quando a membrana esta em re¬ 
pouso (V^ = - 60 mV), mas se abrem brevemente quan¬ 
do a membrana e despolarizada localmente em resposta a 
acetilcolina (ou algum outro neurotransmissor). Tambem 
distribuidos ao longo do axonio estao canals de con¬ 
trolados por voltagem, os quais se abrem, uma fragao de 
segundo mais tarde, em resposta a despolarizagao quando 
os canais de Na"^ proximos se abrem. 0 fluxo despolarizante 
de Na^ para dentro do axonio (influxo) e, portanto, rapida- 
mente contrabalangado por um fluxo repolarizante de 
para fora do axonio (efluxo). Na extremidade distal do axo¬ 
nio estao canais de Ca^^ controlados por voltagem, que 
se abrem quando chega a onda de despolarizagao (etapa 
O) e repolarizagao (etapa @), causada pelas atividades dos 
canais de Na^ e K^, desencadeando a liberagao do neuro¬ 
transmissor acetilcolina - que transmite o sinal para outro 
neuronio (dispare um potencial de agao!) ou para uma fibra 
muscular (contraial). 


TABELA 12-6 


Concentrates de ions em celulas e fluidos extracelulares (mivi) 


Na^ 


Ca^ 


Tipo celular 

Dentro 

Fora 

Dentro 

Fora 

Dentro 

Fora 

Dentro 

Fora 

Axonio de lula 

400 

20 

50 

440 

<0,4 

10 

40-150 

560 

Musculo de sapo 

124 

2,3 

10,4 

109 

<0,1 

2,1 

1,5 

78 
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FIGURA12-26 Fun^ao dos canals lonlcos controlados por voltagem 
e controlados por llgante na transmissao neural. Inicialmente, a mem- 
brana plasmatica do neuronio pre-sinaptico esta polarizada (interior negati- 
vo) pela apao da Na^K^-ATPase eletrogenica, que bombeia 3 Na^ para fora 
da celula para cada 2 bombeados para dentro (ver Figura 12-25). O A es- 
timulapao deste neuronio (nao mostrada) causa o avanpo de urn potencial 
de apao ao longo do axonio (setas azuis), que se distancia do corpo celular. 
A abertura de um canal de Na^ controlado por voltagem permite a entra- 
da de Na^, e a despolarizapao local resultante causa a abertura dos canals 
de Na^ adjacentes, e assim por diante. A direcionalidade do movimento do 
potencial de apao e garantida pelo breve periodo refratario subsequente a 
abertura de cada canal de Na^ controlado por voltagem. 0 Uma frapao de 
segundo apos a passagem do potencial de apao por um ponto do axonio, 
canals de controlados por voltagem se abrem, permitindo a saida de K^, 
o que causa a despolarizapao da membrana (setas vermelhas), preparando- 
-a para o proximo potencial de apao. (Para maior clareza, os canals de Na^ e 
os canals de estao ilustrados em lados opostos do axonio; ambos os tipos 
de canals estao distribuidos de maneira uniforme na membrana do axonio.) 
@ Quando a onda de despolarizapao atinge a extremidade do axonio, ca¬ 
nals de Ca^^ controlados por voltagem se abrem, permitindo a entrada de 
Ca^^. O 0 resultante aumento na [Ca^^] interna desencadeia a liberapao, por 
exocitose, do neurotransmissor acetilcolina para dentro da fenda sinaptica. 
© A acetilcolina liga-se a um receptor no neuronio (ou miocito) pos-sinap- 
tico, levando a abertura de seu canal ionico controlado por ligante. 0 Na^ e 
Ca^^ extracelular entram por meio deste canal, despolarizando a celula pos- 
-sinaptica. 0 sinal eletrico, deste modo, foi transferido para o corpo celular 
do neuronio (ou miocito) pos-sinaptico e ira deslocar-se ao longo do axonio 
ate um terceiro neuronio (ou miocito) por meio desta mesma sequencia de 
eventos. 


- + 


Os canais de Na^ controlados por voltagem sao alta- 
mente seletivos para o Na^ em comparagao a outros ca¬ 
tions (por um fator de 100 vezes ou mais) e apresentam 
uma velocidade de fluxo muito alta (> 10^ lons/s). Depois 
de aberto - ativado - por uma redugao no potencial eletri¬ 
co transmembrana, um canal de Na^ passa por uma inati- 
vagao extremamente rapida - dentro de milissegundos, o 
canal fecha e permanece inativo por muitos milissegundos. 
Como os canais de controlados por voltagem se abrem 
em resposta a despolarizagao induzida pela abertura dos 
canais de Na^ (etapa O na Figura 12-26), a entrada de 
repolariza localmente a membrana (restabelece o poten¬ 
cial de membrana com o interior negativo; etapa 0). Um 
curto pulso de despolarizagao, portanto, viaja pelo axonio 
conforme a despolarizagao localizada desencadeia a breve 
abertura dos canais de Na^, e posteriormente dos canais 
de vizinhos. 0 curto periodo refratario que se segue 


a abertura de cada canal de Na^, durante o qual ele nao 
pode abrir-se novamente, assegura que uma onda de des¬ 
polarizagao unidirecional - o potencial de agao - percorra 
a celula nervosa, a partir do corpo celular e em diregao a 
ponta do axonio. 

Quando a onda de despolarizagao atinge os canais de 
Ca^^ controlados por voltagem, eles se abrem (etapa ©), e 
o Ca^^ entra a partir do espago extracelular. 0 aumento na 
[Ca^^] citoplasmatica, entao, provoca a liberagao de acetil¬ 
colina para dentro da fenda sinaptica por exocitose (eta¬ 
pa O). A acetilcolina se difunde ate a celula pos-sinaptica 
(outro neuronio ou um miocito), onde se liga aos seus re- 
ceptores e inicia a despolarizagao. Dessa maneira, a mensa- 
gem e transmitida a proxima celula do circuito. Observa-se, 
portanto, que os canais ionicos controlados transmitem os 
sinais eletricos de duas maneiras: pela variagao da concen- 
tragao citoplasmatica de um ion (como o Ca^^), que entao 
atua como segundo mensageiro intracelular, ou pela varia¬ 
gao do que altera outras proteinas da membrana sensi- 
veis ao V^. A passagem de um sinal eletrico por um neuro¬ 
nio, e deste para outro neuronio, ilustra ambos os tipos de 
mecanismo. 

A estrutura e o mecanismo dos canais de controla¬ 
dos por voltagem foram discutidos com algum detalhe na 
Segao 11.3 (ver Figuras 11-47 e 11-48). Aqui serao aborda- 
dos os canais de Na^. 0 componente essencial de um canal 
de Na^ e um unico e grande polipeptideo (1.840 residues 
de aminoacidos), organizado em quatro dominios agrupa- 
dos ao redor de um canal central (Figura 12-27a, b), que 
origina uma passagem para o Na"^ atraves da membrana. A 
especificidade desta passagem para o Na"^ e efetuada por 
uma “regiao do poro” composta pelos segmentos entre as 
helices transmembrana 5 e 6 de cada dominio, que se do- 
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FIGURA 12-27 Canals de Na^ controlados por voltagem em neurd- 
nios. Os canais de sodio de diferentes tecidos e organismos tern uma gran¬ 
de variedade de subunidades, porem apenas a subunidade principal (a) e 
essencial. (a) A subunidade a e uma proteina grande com quatro dominios 
homologos (I a IV, mostrados separados para ilustrar as diferentes partes), 
cada urn contendo seis helices transmembrana (1 a 6). A helice 4 de cada do- 
minio (em azul) e o sensor de voltagem; sup6e-se que a helice 6 (em cor de 
laranja) seja o portao que controla a ativaqao. Os segmentos entre as helices 
5 e 6, a regiao do poro (em vermelho), formam o filtro de seletividade, e o 
segmento conectando os dominios III e IV (em verde) e o portao que contro¬ 
la a inativaqao. (b) (PDB ID 3RW0) Estrutura de um canal de Na^ controlado 
por voltagem (da bacleua Arcobacter butzleri, mas provavelmente similar aos 
canais dos neuronios de vertebrados), com abertura em forma de funil no 
lado extracelular, filtro de seletividade de ions, cavidade central aquosa e o 
dominio de ativaqao no lado citoplasmatico. (c) Uma visao esquematica do 
canal de Na^. Os quatro dominios sao enrolados ao redor de um canal trans¬ 
membrana central revestido com residuos de aminoacidos polares. As qua¬ 
tro regioes do poro (em vermelho) aproximam-se da superficie extracelular 
para formar o filtro de seletividade, que e conservado em todos os canais 
de Na^. 0 filtro garante ao canal a capacidade de discriminar entre o Na^ e 
outros ions de tamanho similar. 0 portao controlador da inativaqao (em ver¬ 
de) se fecha (linhas pontilhadas) logo apos a abertura do portao controlador 
da ativaqao. (d) 0 mecanismo sensor da voltagem envolve o movimento 
perpendicular em relaqao ao piano da membrana da helice 4 em resposta a 
uma variaqao no potencial transmembrana. Como mostrado no painel supe¬ 
rior, a forte carga positiva da helice 4 possibilita que ela seja atraida para den¬ 
tro da celula em resposta ao potencial de membrana (l/J quando o interior e 
negativo. A despolarizaqao reduz esta atraqao, e a helice 4 relaxa, movendo- 
-se em direqao ao exterior (painel inferior). Este movimento e comunicado 
ao portao que controla a ativaqao (em cor de laranja), induzindo alteraqoes 
conformacionais que abrem o canal. 


bram para dentro do canal. A helice 4 de cada dommio tern 
uma alta densidade de residuos de Arg positivamente carre- 
gados; acredita-se que esse segmento mova-se para dentro 
da membrana em resposta a variagoes na voltagem trans¬ 
membrana, do potencial de repouso de cerca de -60 mV 
para aproximadamente +30 mV. 0 movimento da helice 4 
inicia a abertura do canal, e essa e a base do controle por 
voltagem (Figura 12-27c). 

Imagina-se que a inativagao do canal (durante o periodo 
refratario) ocorra por um mecanismo de “bola e corrente” 
(o termo se refere a bola de ferro que era antigamente acor- 
rentada a perna dos prisioneiros). Um dommio proteico 
na superficie citoplasmatica do canal de Na^, o portao que 
controla a inativagao (a “bola”), e preso ao canal por um 
curto segmento do polipeptideo (a “corrente”; Figura 12- 
27b). Esse dommio esta livre para se movimentar quando 
o canal esta fechado, porem, quando ele se abre, um sitio 
na face interna do canal torna-se disponivel para a ligagao 
da “bola acorrentada”, bloqueando o canal. 0 comprimento 
da corrente parece determinar por quanto tempo um canal 
ionico permanece aberto: quanto maior a corrente, maior o 
periodo aberto. Outros canais ionicos podem ser inativados 
por um mecanismo similar. 

0 receptor de acetikolina e um canal ionico controlado 
por ligante 

0 receptor nicotmico de acetilcolina controla a pas- 
sagem do sinal de um neuronio eletricamente excitado em 
alguns tipos de sinapses e em jungoes neuromusculares 
(entre um neuronio motor e uma fibra muscular), desen- 
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cadeando a contragao muscular. (Os receptores nicotmi- 
cos de acetilcolina foram originalmente distinguidos dos 
receptores muscarmicos de acetilcolina pela sensibilidade 
dos primeiros a nicotina, e dos muscarmicos ao alcaloide 
muscarina presente em cogumelos. Sao estrutural e funcio- 
nalmente diferentes.) A acetilcolina liberada pelo neuronio 
pre-sinaptico ou pelo neuronio motor se difunde por alguns 
micrometros ate a membrana plasmatica do neuronio pos- 
-sinaptico ou do miocito, onde se liga ao receptor de acetil¬ 
colina. Isso forga uma mudanga conformacional no recep¬ 
tor, causando a abertura de seu canal ionico. 0 movimento 
resultante de cations para dentro da celula despolariza a 
membrana plasmatica. Em uma fibra muscular, isso inicia 
a contragao. 0 receptor de acetilcolina permite a pronta 
passagem de ions Na"^, Ca^^ e K^, porem outros cations e 
todos os anions sao incapazes de passar. 0 movimento de 
Na^ pelo canal ionico do receptor de acetilcolina e insatu- 
ravel (a velocidade e linear em relagao a [Na^] extracelular) 
e muito rapido - cerca de 2 X 10^ ions/s sob condigoes fi- 
siologicas. 
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Como outros canais ionicos controlados por portoes, 
o receptor de acetilcolina se abre em resposta a estimu- 
lagao pela molecula sinalizadora e possui um mecanismo 
de cronometragem intrinseco que fecha o portao milisse- 
gundos apos sua abertura. Assim, o sinal da acetilcolina e 
transitorio - comprovadamente uma propriedade essen- 
cial para a condugao dos sinais eletricos. As alteragoes 
estruturais que formam a base do controle dos receptores 
de acetilcolina sao compreendidas, mas nao o mecanis¬ 
mo exato de “dessensibilizagao”, por meio do qual o ca¬ 
nal permanece fechado mesmo na presenga continua de 
acetilcolina. 

0 receptor nicotinico de acetilcolina tern cinco subuni- 
dades cada uma das quais com quatro segmentos 

helicoidais transmembrana (Ml a M4) (Figura 12-28). As 
cinco subunidades, com sequencias e estruturas terciarias 
similares, circundam um poro central, que e revestido pe- 
las helices M2. 0 poro apresenta cerca de 20 A de largura 
nas porgoes do canal que se projetam das superficies cito- 
plasmaticas e extracelulares, porem estreita-se conforme 
atravessa a bicamada lipidica. Proximo ao centro da bica- 
mada esta um anel de cadeias laterais volumosas e hidro- 
fobicas de residues de Leu das helices M2, posicionadas 
tao proximas umas das outras que impedem a passagem 
de ions pelo canal (Figura 12-28d). A ligagao da acetilcoli¬ 
na aos sitios em cada subunidade a forga todas as helices 
M2 a girarem levemente, movendo os volumosos residues 
de Leu para o lado e substituindo-os por residues menores 
e polares. 0 alargamento do poro permite a passagem de 
Ions (Na^ e Ca'"''). 


Neuronios tern canais receptores que respondem a 
diferentes neurotransmissores 

As celulas animais, especialmente aquelas do sistema ner- 
voso, contem uma grande variedade de canais ionicos con¬ 
trolados por ligante, voltagem ou ambos. Os receptores que 
sao eles mesmos canais ionicos sao classificados como io- 
notropicos, para distingui-los dos receptores que geram 
um segundo mensageiro (receptores metabotropicos). Ate 
agora, o foco tern side a acetilcolina como neurotransmis- 
sor, mas existem muitos outros. 5-hidroxitriptamina (sero- 
tonina), glutamato e glicina podem agir por meio de canais 
receptores estruturalmente relacionados ao receptor de 
acetilcolina. A serotonina e o glutamato desencadeiam a 
abertura de canais de cations (K"^, Na^, Ca^^), enquanto a 
glicina abre canais especificos para Cr. Canais de cations 
e anions distinguem-se por diferengas sutis nos residuos 
de aminoacidos que revestem o canal hidrofilico. Os canais 
de cations tern cadeias laterais negativamente carregadas 
de Glu e Asp em posigoes criticas. Quando alguns desses 
residuos acidos sao experimentalmente substituidos por re¬ 
siduos basicos, o canal de cations e convertido em um canal 
de anions. 

Dependendo do ion que passa pelo canal, a interagao 
com o ligante (neurotransmissor) daquele canal resulta na 
despolarizagao ou na hiperpolarizagao da celula-alvo. Um 
unico neuronio normalmente recebe sinais de muitos ou¬ 
tros neuronios, cada qual liberando seu proprio neurotrans¬ 
missor caracteristico, com o efeito despolarizante ou hiper- 
polarizante caracteristico. 0 da celula-alvo, portanto, 
reflete o sinal integrado (Figura 12-le) de multiples neu¬ 
ronios. A celula responde com um potencial de agao apenas 
se esse sinal integrado somar-se ate uma despolarizagao 
suficientemente grande. 

Os canais receptores de acetilcolina, glicina, glutamato 
e acido y-aminobutirico (GABA) sao controlados por ligan- 
tes extracelulares. Segundos mensageiros intracelulares 
- como cAMP, cGMP, IP3, Ca^^ e ATP - regulam canais io¬ 
nicos de outra classe, que, como sera visto na Segao 12.10, 
participam das transdugoes sensoriais da visao, do olfato e 
do paladar. 

As toxinas sao direcionadas a canais ionicos 

Muitas das toxinas mais potentes da natureza atuam sobre 
canais ionicos. Por exemplo, a dendrotoxina (da serpente 
mamba negra) bloqueia a agao dos canais de controla¬ 
dos por voltagem, a tetrodotoxina (produzida pelo baiacu) 
age sobre canais de Na^ controlados por voltagem, e a co- 
brotoxina desativa os canais ionicos receptores de acetil¬ 
colina. Por que, no curso da evolugao, os canais ionicos se 
tornaram o alvo preferencial de toxinas, em vez de algum 
alvo metabolico essencial, como enzima crucial para o me- 
tabolismo energetico? 

Os canais ionicos sao amplificadores excepcionais; a 
abertura de um unico canal pode permitir o fluxo de 10 
milhoes de 10 ns por segundo. Em consequencia, relativa- 
mente poucas moleculas de uma protema de canal ionico 
sao necessarias por neuronio para as fungoes de sinaliza- 
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FIGURA12-28 O canal ionico receptor de acetilcolina. (a) Cada uma 
das cinco subunidades homologas tenn quatro helices transmem- 

brana, Ml a M4. As helices M2 sao anfipaticas; as outras contem principal- 
mente residuos hidrofobicos. (b) As cinco subunidades sao arranjadas ao 
redor de um canal transmembrana central, que e revestido pelos residuos 
polares das helices M2. Na extremidade superior e na inferior do canal estao 
aneis de residuos de aminoacidos negativamente carregados. (c) Modelo 
molecular do receptor de acetilcolina, com base na estrutura determinada 
por raios X de uma proteina relacionada (a proteina de ligapao a acetilcolina 
de um molusco; PDB ID 1UV6). (d) Esta ilustrapao de um corte transversal 
pelo centro das helices M2 mostra cinco cadeias laterais de Leu (em ama- 


relo), uma de cada helice M2, projetando-se para dentro do canal e cons- 
tringindo-o a um diametro pequeno demais para permitir a passagem de 
Ca^^, Na^ ou K^. Quando ambos os sitios de ligapao a acetilcolina (um em 
cada subunidade a) estao ocupados, ocorre uma mudanpa conformacio- 
nal. A medida que as helices M2 se torcem levemente, os cinco residuos de 
Leu sao afastados do canal e sao substituidos por residuos polares menores 
(em azul). Este mecanismo de controle abre o canal, permitindo a passagem 
de Ca^^, Na^ ou K^. (e) Modelo molecular do receptor de acetilcolina visto 
perpendicularmente a membrana, mostrando o pequeno poro central que 
permite a passagem de ions. 


gao. Isso significa que um numero relativamente pequeno 
de moleculas de toxina com alta afinidade por canals ioni- 
cos, agindo do exterior celular, pode ter um efeito muito 
pronunciado sobre a neurossinalizagao do corpo inteiro. 
Um efeito comparavel via uma enzima metabolica, tipica- 
mente presente nas celulas em concentragoes muito maio- 
res do que os canals ionicos, exigiria muito mais copias da 
molecula de toxina. 

RESUMO 12.6 Canals ionicos controlados por portoes 

► Canals ionicos controlados pelo potencial de membrana 
ou por ligantes sao cruciais para a sinalizagao em neuro- 
nios e outras celulas. 

► Os canals de Na^ e controlados por voltagem das 
membranas neuronals conduzem o potencial de agao ao 


longo do axonio na forma de uma onda de despolariza- 
gao (entrada de Na"^) seguida pela repolarizagao (saida 
de K^). 

► 0 mecanismo de controle dos canals sensiveis a volta¬ 
gem envolve o movimento, perpendicular ao piano da 
membrana, de um peptideo transmembrana com alta 
densidade de cargas, devido a presenga de Arg ou ou- 
tros residuos carregados. 

► A chegada de um potencial de agao a extremidade distal 
de um neuronio pre-sinaptico desencadeia a liberagao 
de neurotransmissor. 0 neurotransmissor (acetilcolina, 
por exemplo) difunde-se ate o neuronio pos-sinaptico 
(ou miocito, na jungao neuromuscular), liga-se a recep- 
tores especificos na membrana plasmatica, e provoca 
uma variagao no V^. 
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► 0 receptor de acetilcolina de neuronios e miocitos e um 
canal ionico controlado por ligante; a ligagao da acetil¬ 
colina provoca uma mudanga conformacional que abre o 
canal a ions Na^ e Ca^^. 

► As neurotoxinas produzidas por muitos organismos ata- 
cam canals ionicos, e, assim, tern agao rapida e letal. 

12.7 Integrinas: receptores bidirecionais da 
adesao celular 

As integrinas sao proteinas da membrana plasmatica que 
controlam a adesao das celulas umas as outras e a matriz 
extracelular, e transmitem sinais em ambas as diregoes 
atraves da membrana (Figura 12-29). 0 genoma de ma- 
miferos codifica 18 subunidades a diferentes e 8 subuni- 
dades j8 diferentes, encontradas em uma ampla gama de 
combinagoes com variadas especificidades para ligantes 
em varies tecidos. Cada uma das 24 integrinas diferentes 
encontradas ate agora parece desempenhar uma fungao 
distinta. Como as integrinas podem informar as celulas so- 
bre a vizinhanga extracelular, elas desempenham fungoes 
cruciais em processes que requerem interagoes celulares 
seletivas, como o desenvoMmento embrionario, a coagula- 
gao sanguinea, o funcionamento das celulas imunologicas, 
a diferenciagao celular normal e o crescimento e a metas- 
tase tumorais. 

Os ligantes extracelulares que interagem com as in¬ 
tegrinas incluem colageno, fibrinogenio, fibronectina e 


muitas outras proteinas que tern a sequencia reconhecida 
pelas integrinas: -Arg-Gly-Asp- (ROD, utilizando as abre- 
viagoes de uma unica letra dos aminoacidos). As curtas 
extensoes citoplasmaticas das subunidades a e ^ inte¬ 
ragem com as proteinas do citoesqueleto logo abaixo da 
membrana plasmatica - talina, a-actinina, vinculina, paxi- 
lina e outras - modulando a montagem das estruturas do 
citoesqueleto com base em actina. A dupla associagao das 
integrinas com a matriz extracelular e o citoesqueleto per- 
mite que a celula integre as informagoes sobre o ambiente 
extracelular e intracelular, alem de coordenar o posiciona- 
mento do citoesqueleto com os sitios de adesao extracelu¬ 
lares. Com essa propriedade, as integrinas governam a for¬ 
ma, a mobilidade, a polaridade e a diferenciagao de muitos 
tipos celulares. Na sinalizagao “de fora para dentro”, os 
dominios extracelulares de uma integrina passam por 
mudangas conformacionais globais dramaticas quando o 
ligante interage com um sitio localizado muitos angstroms 
distante das helices transmembrana. Essas mudangas, de 
alguma maneira, alteram a disposigao das caudas citoplas¬ 
maticas das subunidades a e j8, alterando suas interagoes 
com proteinas intracelulares e, assim, conduzindo o sinal 
para dentro da celula. 

A conformagao e a adesividade dos dominios extrace¬ 
lulares das integrinas tambem sao drasticamente afetadas 
pela sinalizagao “de dentro para fora” iniciada por sinais de 
dentro da celula. Em uma conformagao, os dominios ex¬ 
tracelulares nao apresentam afinidade pelas proteinas da 
matriz extracelular, mas sinais celulares podem favorecer 
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FIGURA 12-29 A sinalizagao em duas vias pelas integrinas. Todas as 
integrinas tern uma subunidade a e uma subunidade jS, cada uma com uma 
curta extensao citoplasmatica, uma unica helice transmembrana e um gran¬ 
de dominio extracelular com o sitio de interagao com o ligante. A subuni¬ 
dade jS (em roxo) e rica em residues de Cys e apresenta muitas ligagoes 
dissulfeto intracadeia. Em muitas integrinas, a subunidade a (em cor-de- 
-rosa) tern alguns sitios de ligagao a cations divalentes, como Ca^^, essenciais 
para a atividade de interagao com o ligante. No estado inativo, o dominio 
extracelular esta dobrado sobre si mesmo (no centre). 0 contato com um 
ligante extracelular (colageno ou heparan-sulfato, por exempio) endireita o 


dominio extracelular e afasta as caudas citosolicas das subunidades a e jS 
(a esquerda), alterando suas interagoes com proteinas intracelulares, como 
a talina, que, por sua vez, conectam as integrinas aos filamentos de actina 
do citoesqueleto. Na sinalizagao de dentro para fora, o contato do dominio 
citosolico com a talina produz um desdobramento dramatico do dominio 
extracelular (a direita) e um aumento em sua afinidade pelos parceiros de 
ligagao extracelulares, permitindo interagoes com proteinas extracelulares 
ou proteoglicanos, e alterando a adesao da celula a matriz extracelular. Os 
ligantes proteicos da matriz extracelular tern a sequencia RGD, reconhecida 
pelas integrinas. 
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outra conformagao, na qual as integrinas aderem firmemen- 
te as protemas extracelulares (Figura 12-29). 


7-32), para as interagoes entre celulas do sistema imune e 
para a fagocitose por macrofagos. Durante uma resposta 
imune, por exemplo, as integrinas dos leucocitos sao ativa- 
das (expondo os sitios extracelulares de interagao com o 
ligante) a partir do interior da celula por uma rota de sinali- 
zagao iniciada por citocinas (sinais extracelulares de desen- 
voMmento). Uma vez ativadas, as integrinas podem medlar 
a ligagao dos leucocitos a outras celulas do sistema imune 
ou podem marcar celulas para a fagocitose. A mutagao no 
gene da integrina que codifica a subunidade j8, conhecida 
como GDIS, e a causa da deficiencia de adesao leucocitaria, 
rara doenga genetica humana na qual os leucocitos nao con- 
seguem atravessar os vasos sangulneos para chegar aos si¬ 
tios de infecgao. Bebes com defeitos graves em GDIS geral- 
mente morrem por infecgoes antes dos dois anos. 

Uma integrina especlfica de plaquetas (Q^n^jSg) esta en- 
volvida tanto na coagulagao sangulnea normal quanto na 
patologica. 0 dano aos vasos sangulneos no local de um 
ferimento expoe sitios de ligagao de alta afinidade (se- 
quencias RGD na trombina e colageno, por exemplo) as 
integrinas das plaquetas, que aderem a lesao, a outras pla¬ 
quetas e a protelna da coagulagao fibrinogenio, levando a 
formagao do coagulo que impede o sangramento adicional. 
As mutagoes nas subunidades a ou /3 da integrina 
das plaquetas causam uma doenga plaquetaria conhecida 
como trombastenia de Glanzmann, na qual os indivlduos 
sangram excessivamente apos um ferimento relativamente 
pequeno. 0 excesso de coagulagao sangulnea tambem e in- 
desejavel. A agregagao plaquetaria desregulada pode levar 
a formagao patologica de coagulos sangulneos, resultando 
no bloqueio das arterias que suprem sangue ao coragao 
e ao cerebro, e aumentando o risco de ataque cardlaco e 
derrame. Farmacos como tirofiban e eptifibatide, que blo- 
queiam os sitios externos de interagao com o ligante da 
integrina das plaquetas, reduzem a formagao de coagulos 
e sao uteis no tratamento e na prevengao de ataques car- 
dlacos e derrames. 

Quando os tumores entram em metastase, as celulas tu- 
morais perdem a adesao ao tecido original e invadem novos 
locals. As alteragoes na adesao da celula tumoral e o desen- 
volvimento de novos vasos sangulneos (angiogenese) para 
suprir o tumor em novo local sao modulados por integrinas 
especlficas. Essas protelnas sao, portanto, potenciais alvos 
para farmacos que suprimam a migragao e o remanejamen- 
to das celulas tumorais. ■ 

RESUM012.7 Integrinas: receptores bidirecionais de 
adesao celular 

► As integrinas compoem uma famllia de receptores dime- 
ricos C<^j8) da membrana plasmatica que interagem com 
macromoleculas extracelulares e com o citoesqueleto, 
transmitindo sinais para dentro e para fora da celula. 

► A forma ativa e a inativa de uma integrina diferem na 
conformagao dos domlnios extracelulares. Eventos e 
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A regulagao da adesividade e crucial para a migragao 
dos leucocitos ao sltio de uma infeccao Tver Figura 


sinais intracelulares podem interconverter as formas 
ativas e inativas. 

► As integrinas controlam diferentes aspectos da resposta 
imune, coagulagao sangulnea e angiogenese, e partici- 
pam da metastase tumoral. 


12.8 Regula^o da transcri^ao por receptores 
nucleares de hormonios 

Os hormonios esteroides, o acido retinoico (retinoide) e os 
hormonios da tireoide formam um grande grupo de hormo¬ 
nios (ligantes de receptores) que exercem pelo menos par¬ 
te de seus efeitos por meio de um mecanismo fundamental- 
mente diferente daquele de outros hormonios: eles atuam 
no nucleo e alteram a expressao genica. Esse modo de agao 
sera detalhado no Gapltulo 28, juntamente com outros me- 
canismos para a regulagao da expressao genica. Aqui apre- 
senta-se uma concisa visao geral. 

Os hormonios esteroides (estrogenio, progesterona e 
cortisol, por exemplo), excessivamente hidrofobicos para 
se dissolverem no sangue, sao transportados do ponto de 
liberagao ate os tecidos-alvo por protelnas transportadoras 
especlficas. Nas celulas-alvo, esses hormonios atravessam 
a membrana plasmatica por simples difusao e se Ilgam a 
receptores proteicos especlficos no nucleo (Figura 12- 
30). Os receptores dos hormonios esteroides sem o ligante 
(aporreceptores) frequentemente agem como supresso- 
res da transcrigao dos genes-alvo. A ligagao do hormonio 
induz alteragoes na conformagao do receptor proteico, de 
modo que ele torna-se capaz de interagir com sequencias 
reguladoras especlficas no DNA, chamadas de elementos 
de resposta a hormonio (HRE, de hormone response 
elements') e, assim, alterar a expressao genica (ver Figura 
28-33). 0 complexo receptor-hormonio acoplado intensifi- 
ca a expressao de genes especlficos adjacentes aos HRE, 
com o auxllio de diversas outras protelnas essenciais a 
transcrigao. Horas ou dias sao necessarios para que esses 
reguladores exergam completamente seus efeitos - o tem¬ 
po necessario para que as alteragoes na slntese de RNA e 
na posterior slntese de protelnas tornem-se evidentes no 
metabolismo alterado. 

A especificidade da interagao esteroide-receptor e 
explorada pelo uso do farmaco tamoxifeno para o 


T 


tratamento de cancer de mama. Em alguns tipos de cancer 
de mama, a divisao das celulas cancerosas depende da 
presenga contlnua de estrogenio. 0 tamoxifeno e um anta- 
gonista do estrogenio; ele compete com o estrogenio pela 
ligagao ao receptor de estrogenio, porem o complexo ta- 
moxifeno-receptor possui pouco, ou nenhum, efeito sobre 
a expressao genica. Gonsequentemente, a administragao 
de tamoxifeno apos cirurgia ou durante quimioterapia de- 
sacelera ou para o crescimento das celulas cancerosas re- 
manescentes nos casos de cancer de mama dependentes 
do hormonio. Outro analogo de esteroide, o farmaco mife- 
pristona (RU486), liga-se ao receptor de progesterona e 
bloqueia a agao desse hormonio, essencial para a implan- 
tagao do ovulo fecundado no utero e, assim, age como con- 
traceptivo. 
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Hormonios, transportados ate o tecido-alvo 
por proteinas transportadoras sericas, 
difundem-se pela membrana plasmatica e 
ligam-se a receptores proteicos especificos 
no nucleo. 


A liga^ao do hormonio altera a conforma^ao 
do receptor; ele forma homo ou 
heterodimeros com outros complexos 
hormonio-receptor e se liga a regioes 
reguladoras especificas chamadas de 
elementos de resposta a hormonio (HRE) no 
DNA adjacente a genes especificos. 


0 receptor atrai proteinas coativadoras ou 
correpressoras e, com elas, regula a transcri^ao 
dos genes adjacentes, aumentando ou 
diminuindo a taxa de forma^ao do mRNA. 


Os niveis alterados do produto genico 
regulado pelo hormonio produzem a 
resposta celular ao hormonio. 


FIGURA12-30 Mecanismo geral por meio do qual os hormonios esteroides e da tireoide, retinoides e vitamina D regulam a expressao geni- 

ca. Os detalhes da transcrigao e sintese proteica estao descritos nos Capitulos 26 e 27. Alguns esteroides tambem agem por meio de receptores da membra¬ 
na plasmatica por urn mecanismo completamente diferente. 



Certos efeitos dos esteroides parecem ocorrer rapido 
demais para serem resultantes da alteragao da sintese de 
proteinas via mecanismo classico de agao dos hormonios 
esteroides por meio de receptores nucleares. Por exemplo, 
a dilatagao dos vasos sangnineos mediada pelo estrogenio e 
sabidamente independente da transcrigao genica ou sintese 
proteica, assim como o e a redugao na [cAMP] celular indu- 
zida por esteroides. Acredita-se que outro mecanismo de 
transdugao de sinal envolvendo receptores da membrana 
plasmatica seja o responsavel por alguns desses efeitos. 



RESUMO 12.8 Regula^ao da transcrigao por receptores 
nucleares de hormonios 

► Os hormonios esteroides entram nas celulas e se ligam a 
receptores proteicos especificos. 

► 0 complexo hormonio-receptor se liga a regioes espe¬ 
cificas do DNA, os elementos de resposta a hormonio, e 
interage com outras proteinas para regular a expressao 
dos genes proximos. 

► Certos efeitos dos hormonios esteroides podem ocorrer 
por uma rota de sinalizagao diferente e mais rapida. 
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12.9 Sinaliza^o em microrganismos e plantas 

Muito do que se mencionou ate agora sobre sinalizagao 
e pertinente aos tecidos de mamiferos, ou as celulas em 
cultura isoladas de tais tecidos. Bacterias, arquibacterias, 
microrganismos eucarioticos e plantas vasculares tambem 
devem responder a uma variedade de sinais externos - Og, 
nutrientes, luz, substancias quimicas nocivas e assim por 
diante. Agora sera realizado um breve exame dos tipos de 
maquinaria de sinalizagao utilizados por microrganismos e 
plantas. 

A sinaliza^o bacteriana requerfosforila^o em um 
sistema binario 

Em estudos pioneiros sobre quimiotaxia em bacterias, Ju¬ 
lius Adler mostrou que Escherichia coli responde aos nu¬ 
trientes em sen ambiente, in- 
cluindo agucares e aminoacidos, 
movendo-se em diregao a eles, 
impulsionada por um ou mais 
flagelos. Uma familia de protei- 
nas de membrana tern dominios 
de ligagao na face externa da 
membrana plasmatica, aos 
quais atraentes especificos 
(agucares ou aminoacidos) se 
ligam (Figura 12-31). Aintera- 
gao com o ligante leva a fosfori- 
lagao em um residue de His do 
dominio citosolico de um recep¬ 
tor com atividade cinasica intrinseca. Esse primeiro com- 
ponente do sistema binario, o receptor histidina-cina- 
se, entao catalisa a transferencia do grupo fosfato do 
residue de His para um residue de Asp em uma segunda 
proteina, soluvel, o regulador da resposta. Essa fosfo- 
proteina move-se ate a base do flagelo, transferindo o sinal 
recebido pelo receptor da membrana. 0 flagelo e impulsio- 
nado por um motor giratorio que pode impelir a celula atra- 
ves do meio ou para-la, dependendo da diregao da rotagao 
do motor. A variagao na concentragao de atraente ao longo 
do tempo, sinalizada por meio do receptor, possibilita que a 
celula determine se esta movendo-se na diregao da fonte 
do atraente, ou se esta afastando-se dele. Se o movimento 
estiver em diregao ao atraente, o regulador da resposta si- 
naliza a celula para continuar em linha reta (corrida); se 
estiver afastando-se, a celula tropega momentaneamente, 
adotando uma nova diregao. A repetigao desse comporta- 
mento resulta em uma rota aleatoria, influenciada pelo 
movimento em diregao a concentragao aumentada do 
atraente. 

E. coli nao detecta somente agucares e aminoacidos, 
mas tambem Og, extremes de temperatura e outros fatores 
ambientais, utilizando esse sistema binario basico. Os siste- 
mas binaries tern side encontrados em muitas outras bacte¬ 
rias, gram-positivas e gram-negativas, e em arquibacterias, 
assim como em protistas e fungos. Esse mecanismo de si¬ 
nalizagao, evidentemente, desenvolveu-se cede no curso da 
evolugao celular e tern se mantido. 

Varies sistemas de sinalizagao utilizados por celulas 
animals tambem tern analogos em bacterias. A medida que 
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FIGURA 12-31 O mecanismo de sinalizagao binario na quimiota¬ 
xia bacteriana. (a) Quando colocada proximo a uma fonte de um so- 
luto atraente, a E. coli move-se de forma erratica, tendendo na direpao do 
atraente. (b) Os flagelos tern estruturas helicoidais intrinsecas, e quando 
todos os flagelos giram no sentido anti-horario, suas helices torcem-se jun¬ 
tas e movem-se em concerto, propelindo a celula a frente, em uma "corrida". 
Quando os flagelos giram no sentido horario, os feixes de flagelos separam- 
-se, e a celula escorrega momentaneamente ate que a rotagao no sentido 
anti-horario recomece e a celula volte a nadar adiante, em uma nova diregao 
randomica. Quando a celula esta movendo-se na diregao do atraente, ela 
apresenta menos "tropegos" e, portanto, corridas mais longas; quando ela 
esta se afastando, os frequentes tropegos resultam em movimento na di¬ 
regao do atraente. (c) A rotagao dos flagelos e controlada por um sistema 
binario constituido por um receptor histidina-cinase e uma proteina efetora. 
Quando um ligante atraente liga-se ao dominio receptor do receptor ligado 
a membrana, uma proteina His-cinase no dominio citosolico (componente 
1) e ativada e autofosforila um residue de His. Este grupo fosfato e, entao, 
transferido a um residue de Asp do componente 2. Apos a fosforilagao, o 
componente 2 move-se ate a base do flagelo, onde ele causa a rotagao no 
sentido anti-horario dos flagelos, levando a uma corrida. 


sequencias completas dos genomas de um maior numero 
de bacterias diferentes tornam-se conhecidas, pesquisa- 
dores tern descoberto genes que codificam para proteinas 
similares as proteinas Ser-cinases ou jyr-cinases, proteinas 
semelhantes a Ras reguladas pela ligagao de GTP, e protei¬ 
nas com dominios SH3. Os receptores JVr-cinase ainda nao 
foram encontrados em bacterias, mas residues de (^-Tyr de 
fato ocorrem em algumas bacterias. 

Os sistemas de sinalizagao de plantas tern 
alguns dos mesmos componentes utilizados 
por microbios e mamiferos 

Como OS animals, as plantas vasculares devem ter um meio 
de comunicagao entre os tecidos para coordenar e dirigir 
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o crescimento e o desenvolvimento; para adaptarem-se as 
condigoes de Og, nutrientes, temperatura e disponibilidade 
de agua; e para alertar sobre a presenga de agentes qm- 
micos nocivos e de patogenos (Figura 12-32). Pelo me- 
nos um bilhao de anos de evolugao se passou desde que 
os ramos dos eucariotos para plantas e animais divergiram, 
o que se reflete nas diferengas em mecanismos de sinali- 
zagao: alguns mecanismos vegetais sao conservados - isto 
e, sao similares aqueles dos animais (proteinas-cinases, 
proteinas adaptadoras, nucleotideos ciclicos, bombas ioni- 
cas eletrogenicas e canais controlados por portoes); alguns 
sao similares aos sistemas binaries das bacterias; e alguns 
sao exclusives das plantas (mecanismos sensiveis a luz que 
refletem as mudangas sazonais no angulo e, portanto, na 
cor da luz solar, por exemplo) (Tabela 12-7). 0 genoma 
da Arahidopsis thaliana codifica cerca de 1.000 

proteinas Ser/Thr-cinases, incluindo aproximadamente 60 
MAPK e quase 400 receptores associados a membrana com 
atividade cinasica que fosforilam residues de Ser ou Thr; 
uma grande variedade de proteinas-fosfatases; proteinas 
adaptadoras que formam arcabougos sobre os quais protei¬ 
nas agrupam-se em complexes de sinalizagao; enzimas para 
a sintese e a degradagao de nucleotideos ciclicos; e 100 ou 
mais canais ionicos, incluindo cerca de 20 controlados por 
nucleotideos ciclicos. Os fosfolipideos de inositol estao pre- 
sentes, assim como as cinases que os interconvertem por 
meio da fosforilagao dos grupos inositol. Mesmo conside- 
rando que a Arabidopsis tern multiplas copias de muitos 
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FIGURA 12-32 
plantas. 
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TABELA 12-7 


Componentes da sinalizagao presentes em mamiferos, plantas ou bacterias 


Componente da sinalizagao Mamiferos 

Canais ionicos + 

Bombas de ions eletrogenicas + 

His-cinases binarias + 

Adenilil-ciclase + 

Guanilil-ciclase + 

Receptores proteinas-cinases (Ser/Thr) + 

Ca^^ como segundo mensageiro + 

Canais de Ca^^ + 

Calmodulina, proteina de ligagao a CaM + 

Cascata de MAPK + 

Canais controlados por nucleotideos ciclicos -f 

Canais de Ca^^ controlados por IPg + 

Fosfatidilinositol-cinases + 

GPCR + 

Proteinas G trimericas -f 

Fosfolipase C especifica para PI + 

Receptores tirosina-cinases + 

Dominios SH2 -f 

Receptores nucleares para esteroides + 

Proteina-cinase A + 

Proteina-cinase G + 


Plantas 

-f 

+ 

+ 

-f 

-f 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+/- 

+/- 

? 

? 
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Bacterias 

+ 
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-f 
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-P 
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genes, a presenga desse grande numero certamente reflete 
uma ampla gama de potencial para sinalizagao. 

Entretanto, alguns tipos de protemas de sinalizagao 
comuns aos tecidos animals nao estao presentes em plan- 
tas, on estao representados por apenas poucos genes. For 
exemplo, as protemas-cinases dependentes de nucleotideos 
ciclicos (PKA e PKG) parecem estar ausentes. Os genes 
para as protemas G heterotrimericas e lyr-cinase sao mui- 
to menos abundantes no genoma vegetal, e os genes para 
os GPCR, a maior familia de protemas do genoma humano 
(-1.000 genes), estao muito escassamente representados 
no genoma de plantas. Os receptores nucleares para este- 
roides que se ligam ao DNA certamente nao sao abundan¬ 
tes, e muitos podem estar ausentes em plantas. Embora as 
plantas caregam do mecanismo sensivel a luz mais ampla- 
mente conservado presente nos animals (a rodopsina, que 
utiliza o retinal como pigmento), elas apresentam uma rica 
colegao de outros mecanismos para a detecgao da luz, nao 
encontrada nos tecidos animals - por exemplo, fitocromos 
e criptocromos (Capitulo 19). 

Os tipos de componentes que induzem a sinalizagao 
em plantas sao similares a certas moleculas sinalizadoras 
de animals (Figura 12-33). Em vez de prostaglandinas, as 
plantas utilizam jasmonato; em vez de hormonios esteroi- 
des, brassinoesteroides. Aproximadamente 100 pequenos 
peptideos diferentes agem como sinalizadores em plantas, 
e ambos, plantas e animals, utilizam compostos derivados 
de aminoacidos aromaticos como sinalizadores. 
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As plantas detectam etileno por meio de urn sistema 
binario e uma cascata de MARK 

0 hormonio vegetal gasoso etileno (CH 2 =CH 2 ), que estimu- 
la 0 amadurecimento dos frutos (entre outras fungoes), age 
por meio de receptores relacionados em sequencia primaria 
aos receptores His-cinases dos sistemas binarios bacterianos 
e provavelmente tenham evolmdo deles. YimArahidopsis, o 
sistema de sinalizagao binmo compreende uma unica pro- 
teina integral da membrana do reticulo endoplasmatico {nao 
da membrana plasmatica). 0 etileno se difunde para dentro 
da celula pela membrana plasmatica e entao para dentro do 
RE. 0 primeiro componente a jusante modulado pela sinali¬ 
zagao do etileno e uma protema Ser/Thr-cinase (CTRl; Fi¬ 
gura 12-34) com sequencia homologa a Raf, a proteina-cina- 
se que inicia a cascata das MAPK na resposta de mamiferos 
a insulina (ver Figura 12-15). Em plantas, na ausencia de 
etileno, a cinase CTRl esta ativa e inihe a cascata de MAPK, 
inibindo a transcrigao dos genes responsivos a etileno. A ex- 
posigao ao etileno inativa a cinase CTRl, ativando a cascata 
de MAPK que leva a ativagao do fat or de transcrigao EIN3. 0 
EIN3 ativo estimula a sintese de um segundo fator de trans- 



Receptor de etileno Lumen do RE 


Sistema binario 


Reticulo 

endoplasmatico 


^ Cascata 
'(g)\de MAPK 

U-^-^_^mRNA 


Citosol 


Nucleo 



FIGURA 12-33 Semelhan^as estruturais entre moleculas sinalizado¬ 
ras de plantas e animals. 
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FIGURA 12-34 Mecanismo de transdu^ao para a detecgao de etileno 
pelas plantas. 0 receptor de etileno (em cor-de-rosa) no reticulo endo¬ 
plasmatico e um sistema binario contido em uma unica proteina, com um 
dominio receptor (componente 1) e um dominio regulador da resposta 
(componente 2). 0 receptor controla (de forma ainda desconhecida) a ativi- 
dade de CTRl, uma proteina-cinase similar a MAPKKK e, portanto, presumi- 
velmente parte de uma cascata de MAPK. 0 CTRl e um regulador negativo 
da resposta ao etileno; quando CTRl esta inotivo, o sinal do etileno e trans- 
mitido pelo produto genico EIN2 (considerada uma proteina do envelope 
nuclear), causando um aumento na sintese do fator de transcrigao ERFl. Este 
fator estimula a expressao de protemas especificas para a resposta ao etileno. 
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crigao (ERFl), que, por sua vez, ativa os genes responsivos 
ao etileno; os produtos genicos alteram processes que vao 
desde o desenvoMmento das sementes ate o amadurecimen- 
to dos frutos. Apesar de aparentemente derivado do sistema 
de sinalizagao binario bacteriano, o sistema do etileno em 
Arabidopsis e diferente porque a atividade His-cinasica que 
define o componente 1 em bacterias nao e essencial a trans- 
dugao de sinal emArabdopsis. 

Protemas-cinases semelhantes a receptores transduzem 
os sinais de pepti'deos 

Um elemento comum da sinalizagao em plantas envolve as 
cinases semelhantes a receptores (RLK, de receptor- 
-like kinases), que tern um unico segmento helicoidal na 
membrana plasmatica que conecta um dommio receptor 
na face externa da celula com uma protema Ser/Thr-cinase 
na face citoplasmatica. Esse tipo de receptor participa dos 
mecanismos de defesa desencadeados pela infecgao por 
patogenos bacterianos (Figura 12-35a). 0 sinal para ati- 


(a) Planta (Arabidopsis) (b) Mamifero 



FIGURA 12-35 Semelhan^as entre as rotas de sinalizagao que iniciam 
as respostas imunologicas em plantas e animals, (a) Em Arabidopsis 
thaliana, o peptideo flg22, derivado do flagelo de um patogeno bacteriano, 
liga-se ao seu receptor (ELS) na membrana plasmatica, levando a formapao 
de dimeros do receptor e causando a autofosforilapao do dominio cinasico 
citosolico em um residue de Ser ou Thr (nao em uma Tyr). Assim ativada, 
a proteina-cinase fosforila proteinas a jusante (nao mostradas). 0 receptor 
ativado tambem ativa (por meios desconhecidos) uma cascata de MARK, 
que leva a fosforilapao de uma proteina nuclear que normalmente inibe os 
fatores de transcripao WRKY22 e 29; esta fosforilapao causa a degradapao 
proteolitica do inibidor e libera os fatores de transcripao para estimularem a 
expressao dos genes relacionados com a resposta imune. (b) Em mamiferos, 
um lipopolissacarideo bacteriano toxico (LPS; ver Eigura 7-31) e detectado 
por receptores da membrana plasmatica, que entao se associam e ativam 
uma proteina-cinase soluvel (IRAK). A principal proteina flagelar de bacterias 
patogenicas age por meio de um receptor semelhante, tambem ativando 
IRAK. A IRAK ativada inicia duas cascatas de MARK distintas que terminam no 
nucleo, levando a sintese das proteinas necessarias para a resposta imune. 
Jun, Eos e NEkB sao fatores de transcripao. 


var os genes necessmos para a defesa contra a infecgao 
e um peptideo (flg22) liberado pela degradagao da flage- 
lina, a principal protema do flagelo bacteriano. A ligagao 
da flg22 ao receptor FLS2 da Arabidopsis induz a dime- 
rizagao do receptor e a autofosforilagao em residues de 
Ser e Thr, e o efeito a jusante e a ativagao de uma cascata 
de MAPK como aquela descrita anteriormente para a agao 
da insulina. A cinase final nesta cascata ativa um fator de 
transcrigao especifico, iniciando a sintese das proteinas 
que defendem contra a infecgao bacteriana. As etapas en¬ 
tre a fosforilagao do receptor e a cascata de MAPK ainda 
nao estao elucidadas. Uma fosfoprotema-fosfatase (KAPP) 
associa-se ao receptor ativo e o inativa por desfosforilagao 
para extinguir a resposta. 

A cascata de MAPK na defesa das plantas contra pato¬ 
genos bacterianos e extraordinariamente similar a resposta 
imune inata em mamiferos (Figura 12-35b) iniciada pelo li- 
popolissacarideo bacteriano e mediada por receptores tipo 
Toll (TLR, de Toll-like receptors, nome derivado de um 
mutante de Drosophila originalmente chamado de Toll [em 
alemao, “louco”]; os TLR foram posteriormente encontra- 
dos em muitos outros organismos e mostrou-se que agem 
durante o desenvoMmento embrionario). Outros recepto¬ 
res de membrana utilizam mecanismos similares para ativar 
uma cascata de MAPK, culminando na ativagao de fatores 
de transcrigao e consequente expressao de genes essen- 
ciais a resposta de defesa. 

Presume-se que a maioria das varias centenas de RLK 
em plantas age de maneiras similares: a interagao com o 
ligante induz a dimerizagao e a autofosforilagao, e a cinase 
receptora ativada desencadeia as respostas subsequentes 
por meio da fosforilagao de residues de Ser ou Thr em pro- 
teinas-chave. 

RESUM012.9 Sinalizagao em microrganismos e plantas 

► As bacterias e os microrganismos eucarioticos tern di- 
versos sistemas sensoriais que os permitem testar e res¬ 
ponder ao ambiente. No sistema binario, um receptor 
His-cinase reconhece o sinal e autofosforila um residue 
de His, fosforilando entao um residue de Asp do regula- 
dor da resposta. 

► As plantas respondem a muitos estimulos ambientais e 
fazem uso de hormonios e fatores de crescimento para 
coordenar o desenvoMmento e as atividades metabo- 
licas de sens tecidos. Os genomas vegetais codificam 
centenas de proteinas de sinalizagao, incluindo algumas 
muito similares as de mamiferos. 

► Mecanismos de sinalizagao binaries, comuns em bacte¬ 
rias, sao encontrados em formas modificadas em plan¬ 
tas, utilizados na detecgao de luz e de sinais quimicos. 

► As cinases semelhantes a receptores (RLK) de plantas 
participam da detecgao de uma grande variedade de 
estimulos, incluindo brassinoesteroides, peptideos ori- 
ginados de patogenos e sinais de desenvoMmento. As 
RLK autofosforilam residuos de Ser/Thr, e entao ativam 
proteinas a jusante, que, em alguns cases, sao cascatas 
de MAPK. 0 resultado final e o aumento da transcrigao 
de genes especificos. 
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12.10 Transdugao sensorial na visao, no olfato e 
no paladar 

A detecgao de luz, odores e sabores (visao, olfato e pala¬ 
dar, respectivamente) em animals e realizada por neuro- 
nios sensoriais especializados que utilizam mecanismos de 
transdugao de sinal fundamentalmente similares aqueles 
que detectam hormonios, neurotransmissores e fatores de 
crescimento. Um sinal sensorial inicial e bastante amplifica- 
do por mecanismos que incluem canals ionicos controlados 
por portoes e segundos mensageiros intracelulares; o siste- 
ma se adapta a estimulagao continua alterando sua sensi- 
bilidade ao estimulo (dessensibilizagao); e as informagoes 
sensoriais vindas de diversos receptores sao integradas an¬ 
tes do sinal final ser enviado ao cerebro. 

0 sistema visual utiliza os mecanismos via GPCR classicos 

A luz que entra por meio da pupila do olho dos vertebra- 
dos e irradiada sobre um grupo altamente organizado de 
neuronios sensiveis a luz (Figura 12-36). Esses neuro- 
nios sensiveis a luz sao de dois tipos: bastonetes (cerca de 
10^ por retina), que sao sensiveis a baixos niveis de luz, 
mas nao conseguem discriminar as cores, e cones (cer¬ 
ca de 3 X 10® por retina), que sao menos sensiveis a luz. 


Olho 



FIGURA 12-36 Recep^ao da luz no olho dos vertebrados. 0 cristalino 
foca a luz sobre a retina, composta por camadas de neuronios. Os neuronios 
fotossensoriais primarios sao bastonetes (em amarelo), responsaveis pela 
alta resolupao da visao e pela visao noturna, e cones de tres subtipos (em 
cor salmao), que iniciam a visao colorida. Os bastonetes e cones formam si- 
napses com diversas fileiras de neuronios interconectores que transmitem e 
integram sinais eletricos. Os sinais, porfim, passam dos neuronios ganglio- 
nares, por meio do nervo optico, ao cerebro. Observe que a luz deve passar 
pelas camadas de neuronios ganglionares e neuronios interconectores antes 
de atingir os cones e bastonetes. 


mas podem diferenciar as cores. Os dois tipos celulares 
sao neuronios sensoriais especializados longos e estreitos, 
com dois compartimentos celulares distintos: o segmento 
externo contem duzias de discos membranosos carrega- 
dos com receptores proteicos e o cromoforo fotossensivel 
retinal; o segmento interno contem o nucleo e muitas 
mitocondrias, que produzem o ATP essencial para a foto- 
transdugao. 

Como outros neuronios, bastonetes e cones apresentam 
um potencial eletrico transmembrana ( 14 ^), produzido pelo 
bombeamento eletrogenico da Na'^K^-ATPase da membrana 
plasmatica do segmento interno (Figura 12-37). Tambem 
contribui para o potencial de membrana um canal ionico do 
segmento externo que permite a passagem tanto de Na^ 
quanto de Ca^^ e que e controlado (aberto) por cGMP No 
escuro, os cones contem cGMP suficiente para manter esse 
canal aberto. 0 potencial de membrana e, portanto, determi- 
nado pela diferenga entre a quantidade de Na^ e bombea- 
dos pelo segmento interno (que polariza a membrana) e pelo 
influxo de Na^ pelo canal ionico do segmento externo (que 
tende a despolarizar a membrana). 

0 principio da sinalizagao nos bastonetes ou nos co¬ 
nes e uma redugao na [cGMP] induzida pela luz, que cau¬ 
sa o fechamento do canal ionico controlado por cGMP. A 
membrana plasmatica, entao, torna-se hiperpolarizada 
pela Na^K^-ATPase. Os bastonetes e cones formam si- 
napses com neuronios interconectores (Figura 12-36) 
que transmitem a informagao sobre a atividade eletrica 
para os neuronios ganglionares proximos da superficie 
interna da retina. Os neuronios ganglionares integram as 
informagoes provenientes de muitos bastonetes ou cones 
e enviam o sinal resultante, pelo nervo optico, ao cortex 
visual do cerebro. 

A transdugao da visao inicia quando a luz incide na ro- 
dopsina, da qual muitos milhares de moleculas estao pre- 
sentes em cada um dos discos do segmento externo dos 
bastonetes e cones. A rodopsina (M^ 40.000) e uma pro- 
teina integral de membrana com sete helices a que cruzam 
a membrana (Figura 12-38), a arquitetura caracteristi- 
ca dos GPCR. 0 pigmento absorvente de luz (cromoforo) 
11-cis-retinal e covalentemente unido a opsiua, a protema 
componente da rodopsina, por meio da formagao de uma 
base de Schiff com um residuo de Lys. A molecula de reti¬ 
nal situa-se proximo ao meio da bicamada (Figura 12-38), 
orientada com seu eixo longo aproximadamente no piano 
da membrana. Quando um foton e absorvido pelo compo¬ 
nente retinal da rodopsina, a energia causa uma alteragao 
fotoqmmica; 11-czs-retinal e convertido a retinal-todo- 
-trans (ver Figuras l-19b e 10-21). Essa alteragao na es- 
trutura do cromoforo forga mudangas conformacionais na 
molecula de rodopsina - o primeiro estagio da transdugao 
visual. 

1 0 retinal e derivado da vitamina A^ (retinol), produzi- 
* da a partir de j8-caroteno (ver Figura 10-21). A defi- 


ciencia de vitamina A na dieta leva a cegueira noturna (a 
incapacidade de adaptar-se a baixos niveis de luz), relativa- 
mente comum em alguns paises em desenvolvimento. Su- 
plementos de vitamina A ou alimentos ricos em carotene 
(como cenoura) suprem a vitamina A e revertem a cegueira 
noturna. ■ 









































478 


DAVID L. NELSON & MICHAEL M. COX 



Luz 



i 

Sinai 

eletrico 


A rodopsina excitada age por meio da proteina G 
transducina para reduzir a concentrate de cGMP 

Na conformagao excitada, a rodopsina interage com uma 
segunda proteina, transducina, que esta suspensa proxi¬ 
mo a face citoplasmatica da membrana do disco (Figura 12- 
38). A transducina (T) pertence a mesma familia de protei- 
nas heterotrimericas ligadoras de GTP, como e G^. Apesar 
de ser especializada na transdugao visual, a transducina 
compartilha muitas caracteristicas funcionais com Gg e G^. 
Ela pode ligar-se tanto a GDP quanto a GTP No escuro, li- 


FIGURA 12-37 Hiperpolariza^ao dos bastonetes induzida pela 
luz. Os bastonetes sao compostos por urn segmento externo, preenchido 
com pilhas de discos membranosos (nao mostrado) contendo o fotorrecep- 
tor rodopsina, e urn segmento interno, que contem o nucleo e outras orga- 
nelas (nao mostrado). 0 segmento interno forma sinapses com neuronios 
interconectores (ver Figura 12-36). Os cones apresentam uma estrutura simi¬ 
lar. 0 ATP do segmento interno impulsiona a Na^K^-ATPase, que cria urn po- 
tencial eletrico transmembrana bombeando 3 Na^ para fora da celula para 
cada 2 bombeados para dentro. 0 potencial de membrana e reduzido 
pelo influxo de Na^ e Ca^^ por meio de canais de cations controlados por 
cGMP na membrana plasmatica do segmento externo. Quando a rodopsina 
absorve luz, ela provoca a degradaqao do cGMP (pontos verdes) no segmen¬ 
to externo, causando o fechamento do canal ionico. Sem o influxo de cations 
por este canal, a celula torna-se hiperpolarizada. Este sinal eletrico passa para 
o cerebro pelas fileiras de neuronios mostradas na Figura 12-36. 


Cromoforo 
(11-c/s-retinal) 



Complexo da rodopsina com a protema G transduci¬ 
na. (PDB ID 1 BAG) A rodopsina (em vermelho) tern sete helices transmem¬ 
brana inseridas nas membranas dos discos dos segmentos externos dos 
bastonetes, estando orientada com a extremidade carboxiterminal na face 
citosolica e a aminoterminal dentro do disco. 0 cromoforo 11-c/s-retinal 
(estrutura em amarelo em volume atomico), unido pela formaqao de uma 
base de Schiff com a Lys^^^ da setima helice, situa-se proximo ao centro da 
bicamada. (Esta localizaqao e similar aquela do sitio de ligaqao da adrenalina 
no receptor jS-adrenergico.) Diversos residuos de Ser eThr proximos a extre¬ 
midade carboxiterminal sao substrates para as fosforilaqoes que sao parte 
do mecanismo de dessensibilizaqao da rodopsina. As alqas citosolicas que 
interagem com a proteina G transducina estao mostradas em cor de laranja; 
as posiqoes exatas ainda nao sao conhecidas. As tres subunidades da trans¬ 
ducina (em verde) estao mostradas em sua provavel disposiqao. A rodopsina 
e palmitoilada na extremidade carboxiterminal, e as subunidades a e y da 
transducina sao unidas a lipideos (em amarelo) que auxiliam no ancoramen- 
to na membrana. 
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gada a GDP, as tres subunidades da protema (T^, e 
permanecem unidas, e nenhum sinal e enviado. Quando a 
rodopsina e excitada pela luz, ela interage com a transdu- 
cina, catalisando a substituigao do GDP por GTP do citosol 
(Figura 12-39, etapas O e A transducina, entao, disso- 
cia-se em e e a T^-GTP transmite o sinal do receptor 
excitado para o proximo elemento da rota de transdugao, 
uma cGMP-fosfodiesterase; esta enzima converte cGMP a 
5’-GMP (etapas @ e O). Observe que esta nao e a mesma 
fosfodiesterase de nucleotideo ciclico que hidrolisa o cAMP 
para o termino da resposta /3-adrenergica. Uma isoforma de 
PDE especifica para cGMP e exclusiva das celulas visuais 
da retina. 

A PDE da retina e uma protema periferica com o sitio 
ativo na face citoplasmatica da membrana do disco. No es- 
curo, uma subunidade inibitoria firmemente ligada supri- 
me de maneira muito eficaz a atividade da PDE. Quando 
a T^-GTP encontra a PDE, a subunidade inibitoria deixa 


a enzima e liga-se a T^, e a atividade da enzima imediata- 
mente aumenta em algumas ordens de magnitude. Cada 
molecula da PDE ativa degrada muitas moleculas de cGMP 
ao biologicamente inativo 5’-GMP, diminuindo a [cGMP] no 
segmento externo em uma fragao de segundo. Nessa nova 
[cGMP] mais baixa, o canal ionico controlado por cGMP fe- 
cha, bloqueando a reentrada de Na^ e Ca^^ para o segmento 
externo e hiperpolarizando a membrana do bastonete on 
cone (etapa ®). Por meio desse processo, o estimulo ini- 
cial - um foton - modifica o da celula. Quanto maior a 
iluminagao do bastonete, maior a sua hiperpolarizagao. A 
hiperpolarizagao e percebida pelos neuronios interconecto- 
res da retina, que passam o sinal integrado para as celulas 
ganglionares, as quais emitem axonios para o cerebro por 
meio do nervo optico. 

Algumas das etapas do processo de transdugao visual 
resultam em uma gigantesca amplificagao do sinal. Cada 
molecula de rodopsina excitada ativa pelo menos 500 mo- 


O Aabsor^aode luz 0 A rodopsina ativada 
converte 11 -cis- catalisa a substitui^ao 

-retinal a retinal- do GDP pelo GTP na 

-todo-frans, ativan- transducina (T), que 

do a rodopsina (Rh). entao dissocia-se em 


T„-GTP ativa a cGMP- 
-fosfodiesterase (PDE) 
por ligar-sea ela e 
remover sua subunidade 
inibitoria (I). 


A PDE ativada reduz a 
[cGMP] para abaixo do 
nivel necessario para 
mantero canal de 
cations aberto. 



Os canais de cations 
fecham, impedindo 
a entrada de Na"^ e 
Ca^b a membrana 
e hiperpolarizada. 
Este sinal e passado 
ao cerebro. 

0 efiuxo contmuo 
de Ca^"^ por meio 
dotrocadorde 
Na'^-Ca^'^ reduz a 
[Ca^G citosolica. 


cGMP 


A rodopsina-cinase (RK) 
fosforila a rodopsina 
"descorada"; a [Ca^G 
e a recoverina (Recov) 
estimulam esta rea^ao. A 
arrestina (Arr) liga-se a 
extremidade 
carboxiterminal 
fosforilada, inativando 
a rodopsina. 


0 Lentamente, a arrestina 
dissocia-se, a rodopsina e 
desfosforilada e o retinal- 
-todo-frans e substituido 
por 11-c/s-retinal. A 
rodopsina esta pronta para 
outro cicio de 
fototransdu^ao. 


A redu^ao da [Ca^G 
ativa a guanilil-ciclase 
(GC) e inibe a PDE; a 
[cGMP] eleva-se ate o 
nivel do "escuro", 
reabrindoos canais de 
cations e retornando 
ao nivel pre-estimulo. 


Membrana 

plasmatica 


FIGURA 12-39 Consequencias moleculares da absor^ao do foton pela 
rodopsina no segmento externo do bastonete. A metade superior da 


figura (etapas O a @) descreve a excitapao; a inferior mostra as etapas apos 
a iluminagao: a recuperapao (etapas 0 e ©) e a adaptapao (etapas O e ©). 
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leculas de transducina, cada uma das quais podendo ativar 
uma molecula de PDE. Essa fosfodiesterase tern uma taxa 
de processamento extraordinariamente alta, cada molecula 
ativada hidrolisando 4.200 moleculas de cGMP por segun- 
do. A ligagao de cGMP aos canals ionicos controlados por 
cGMP e cooperativa, e uma variagao relativamente pequena 
na [cGMP], portanto, resulta em uma grande alteragao da 
condutancia ionica. 0 resultado dessas amplificagoes e uma 
excelente sensibilidade a luz. A absorgao de um unico foton 
fecha 1.000 ou mais canals Ionicos e altera o potenclal de 
membrana da celula em cerca de 1 mV. 

0 sinal visual e rapidamente terminado 

A medlda que sens olhos movem-se ao longo desta llnha, 
as Imagens na retina das prlmelras palavras desaparecem 
rapidamente - antes de voce ver a proxlma serle de pa¬ 
lavras. Nesse curto Intervalo, multos fenomenos bloqui- 
mlcos aconteceram. Multo rapidamente apos o termlno 
da llumlnagao dos bastonetes ou cones, o slstema fotos- 
sensivel se desllga. A subunldade a da transducina (11- 
gada a GTP) tern atlvldade GTPaslca Intrmseca. Dentro 
de mlllssegundos apos a redugao na Intensldade da luz, 
o GTP e hldrollsado e reassocla-se com A subunl¬ 
dade Inlbltorla da PDE, que estava llgada a T^-GTP, e 11- 
berada e reassocla-se com a enzlma, Inlblndo fortemente 
sua atlvldade. 

Para retornar a [cGMP] ao nlvel do “escuro”, a enzlma 
guanllll-clclase converte GTP a cGMP (etapa © da Flgura 
12-39) em uma reagao que e Inlblda pela alta [Ca^^] (>100 
um). Os nlvels de calclo dlmlnuem durante a llumlnagao, 
porque a [Ca^^] do estado de equlllbrlo no segmento ex- 
terno e o resultado do bombeamento de Ca^^ para fora da 
celula pelo trocador de Na^-Ca^^ (ver Flgura 12-37) e do 
Influxo de Ca^^ por melo dos canals controlados por cGMP 
abertos. No escuro, Isso gera uma [Ca^^] de aproxlmada- 
mente 500 um - suflclente para Inlblr a slntese de cGMP. 
Apos uma breve llumlnagao, a entrada de Ca^^ e reduzlda 
e a [Ca^^] dlmlnul (etapa 0). A Inlblgao da guanllll-clclase 
pelo Ca^^ e revertlda, a clclase converte GTP a cGMP e o 
slstema retorna ao estado pre-estlmulo (etapa ©). 

A propria rodopslna tambem e alterada em resposta a 
llumlnagao prolongada. A mudanga conformaclonal Indu- 
zlda pela absorgao da luz expoe alguns residuos de Thr e 
Ser no dominlo carboxltermlnal. Esses residuos sao rapi¬ 
damente fosforllados pela rodopsina-cinase (etapa © da 
Flgura 12-39), que e funclonal e estruturalmente homologa 
a clnase /3-adrenerglca (/BARK) que dessenslblllza o recep¬ 
tor /3-adrenerglco (Flgura 12-8). A protema llgante de Ca^^ 
recoverina Inlbe a rodopslna-clnase em alias [Ca^^], mas 
a Inlblgao e revertlda quando a [Ca^^] dlmlnul apos a llu¬ 
mlnagao, como descrlto anterlormente. 0 dominlo carbo¬ 
xltermlnal fosforllado da rodopslna e llgado pela protema 
arrestina 1, Impedlndo a Interagao adlclonal entre a ro¬ 
dopslna ativada e a transducina. A arrestina 1 e um homo¬ 
logo multo proximo da arrestina 2 (/Barr; Flgura 12-8). Em 
uma escala de tempo relativamente longa (segundos a mi¬ 
nutes) , o retinal todo trans de uma molecula de rodopslna 
ativada e removldo e substltuldo por 11-czs-retlnal, recl- 
clando a rodopslna para outro clclo de excltagao (etapa © 
da Flgura 12-39). 


Cones sao especializados em visao colorida 

A vlsao colorida envolve uma rota de transdugao sensorial nos 
cones que e essenclalmente Identlca aquela descrlta anterlor¬ 
mente, porem Inlclada por fotorreceptores llgelramente dlfe- 
rentes. Tres tlpos de cones sao especializados na detecgao da 
luz de dlferentes regloes do espectro, utlllzando tres protelnas 
fotorreceptoras relaclonadas (opslnas). Cada cone expressa 
somente um tlpo de opslna, mas cada um desses tlpos e es- 
treltamente relaclonado a rodopslna em tamanho, sequencla 
de amlnoacldos e, presumlvelmente, estrutura tridimensio¬ 
nal. As dlferengas entre as opslnas, entretanto, sao grandes o 
bastante para colocarem o cromoforo, 11-czs-retinal, em tres 
amblentes levemente dlferentes, com o resultado que os tres 
fotorreceptores apresentam espectros de absorgao dlferentes 
(Figura 12-40). Cores e tons sao dlferenclados por melo da 
Integragao das Informagoes vlndas dos tres tlpos de cones, 
cada um contendo um dos tres tlpos de receptores. 

0 daltonlsmo, ou seja, a Incapacldade de dlstlngulr 
entre vermelho e verde, e uma caracterlstlca genetlca 


hereditaria relativamente comum em humanos. Os dlversos 
tlpos de daltonlsmo sao o resultado de dlferentes tlpos de 
mutagoes na opslna. Uma das formas e devlda a perda do 
fotorreceptor para vermelho; os Indlvlduos afetados sao di- 
cromatas vermelho' (enxergam apenas duas das cores 
prlmarlas). Outros carecem do plgmento verde e sao dicro- 
matas verde'. Em alguns casos, os fotorreceptores para 
vermelho e verde estao presentes, mas apresentam uma al¬ 
teragao na sequencla de amlnoacldos que causa uma mu¬ 
danga no espectro de absorgao, resultando na vlsao anor- 
mal das cores. Dependendo de qual plgmento estlver 
alterado, os Indlvlduos sao trieromatas com anomalia 
para o vermelho ou tricromatas com anomalia para o 
verde. 0 estudo dos genes dos receptores visuals possibili- 
tou o diagnostico do daltonlsmo em um famoso “paciente” 
mais de um seculo apos a sua morte (Quadro 12-4). ■ 



400 450 500 550 600 650 

Comprimento de onda (nm) 


FIGURA 12-40 O espectro de absorgao da rodopslna purificada e 
dos receptores para vermelho, verde e azul dos cones. Os espectros 
dos receptores, obtidos a partir de cones individuals isolados de cadaveres, 
apresentam picos em cerca de 420, 530 e 560 nm, e a maxima absorpao da 
rodopslna e em aproximadamente 500 nm. Para referenda, o espectro visivel 
dos humanos e de cerca de 380 a 750 nm. 
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^ MEDICINA 


Daltonismo: o experimento de John Dalton apos a sua morte 


0 qmmico John Dalton (famoso pela teoria atomica) era 
daltonico. Ele imaginava ser provavel que o humor vi- 
treo de sens olhos (o fluido que preenche o globo ocular 
atras do cristalino) fosse de cor azulada, diferentemen- 
te do fluido incolor dos olhos normals. Ele propos que, 
apos sua morte, seus olhos fossem dissecados e a cor 
do humor vitreo determinada. Seu desejo foi cumprido. 
No dia seguinte a morte de Dalton, em julho de 1844, 
Joseph Ransome dissecou os olhos e descobriu que o 
humor vitreo era perfeitamente incolor. Ransome, como 
muitos cientistas, era relutante em jogar amostras no 
lixo. Ele colocou os olhos de Dalton em um frasco com 
preservativo, onde permaneceram por um seculo e meio 
(Figura Q-1). 

Entao, na metade da decada de 1990, biologos mo- 
leculares na Inglaterra retiraram pequenas amostras 
das retinas de Dalton e extrairam o DNA. Utilizando as 
conhecidas sequencias dos genes das opsinas dos re- 
ceptores para luz vermelha e verde, eles amplificaram 
as sequencias relevantes (utilizando as tecnicas des- 


critas no Capitulo 9) e determinaram que Dalton tinha 
o gene da opsina para o fotopigmento vermelho, mas 
carecia do gene da opsina para o fotopigmento verde. 
Dalton era um dicromata verde. Assim, 150 anos de- 
pois de sua morte, o experimento que Dalton iniciou 
- conjeturando sobre a causa de seu daltonismo - foi 
finalmente terminado. 



FIGURA Q-1 Os olhos de Dalton. 


0 olfato e 0 paladar dos vertebrados utilizam 
mecanismos similares ao sistema visual 

As celulas sensoriais que detectam odores e sabores tern 
muito em comum com os bastonetes e os cones. Os neu- 
ronios olfativos tern cilios longos e finos que se estendem 
a partir de uma extremidade da celula para dentro de uma 
camada de muco que recobre a celula. Esses cilios repre- 
sentam uma grande area de superficie para a interagao 
com os sinais olfativos. Os receptores para os estimulos 
olfativos sao proteinas da membrana ciliar com a familiar 
estrutura dos GPCR de sete helices a transmembrana. 0 
sinal olfativo pode ser qualquer um dos muitos compostos 
volateis para os quais existem receptores proteicos espe- 
cificos. Nossa capacidade para discriminar odores e devida 
as centenas de diferentes receptores olfativos na lingua 
e nas vias nasals, e a capacidade cerebral de integrar as 
informagoes vindas de diferentes tipos de receptores ol¬ 
fativos para o reconhecimento de um padrao “hibrido”, 
estendendo nossa gama de discriminagao para muito alem 
do numero de receptores. 

0 estimulo olfativo chega as celulas sensoriais pela di- 
fusao no ar. Na camada de muco que recobre os neuronios 
olfativos, a molecula odorante liga-se diretamente a um 
receptor olfativo ou liga-se a uma proteina especifica que 
transporta o odorante ate o receptor (Figura 12-41). A 
interagao entre odorante e receptor provoca uma alteragao 
na conformagao do receptor que resulta na substituigao do 
GDP por GTP em uma proteina G, G^^^, analoga a transdu- 
cina e a Gg do sistema /3-adrenergico. A G^^^ ativada, entao, 
ativa a adenilil-ciclase da membrana ciliar, que sintetiza 
cAMP a partir de ATP, elevando a [cAMP] local. Os canals 
de Na^ e Ca^^ controlados por cAMP da membrana ciliar se 
abrem, e a entrada de Na^ e Ca^^ causa uma pequena des- 


polarizagao, chamada de potencial do receptor. Se um 
numero suficiente de moleculas odorantes encontra os re¬ 
ceptores, o potencial do receptor sera forte o bastante para 
induzir um neuronio a disparar um potencial de agao. Isso 
e transmitido ao cerebro em diversas etapas e registrado 
como um odor especifico. Todos esses eventos acontecem 
em 100 a 200 ms. 

Quando o estimulo olfativo nao esta mais presente, a 
maquinaria de transdugao se desliga de diferentes manei- 
ras. Uma cAMP-fosfodiesterase retorna a [cAMP] ao nivel 
pre-estimulo. A G^^^ hidrolisa o GTP a GDP, portanto, inati- 
vando-se. A fosforilagao do receptor por uma cinase espe¬ 
cifica impede sua interagao com a G^^, por um mecanismo 
analogo aquele utilizado para dessensibilizar o receptor j8- 
-adrenergico e a rodopsina. E, por ultimo, alguns odorantes 
sao enzimaticamente destruidos por oxidases. 

0 sentido do paladar em vertebrados reflete a atividade 
dos neuronios gustativos agrupados nas papilas gustativas 
da superficie da lingua. Nesses neuronios sensoriais, GPCR 
estao acoplados a proteina G heterotrimerica gostoducina 
(muito semelhante a transducina dos bastonetes e cones). 
As moleculas de sabor doce sao aquelas que se ligam aos re¬ 
ceptores em papilas gustativas “doces”. Quando a molecula 
(de sabor) se liga, a gostoducina e ativada pela substituigao 
do GDP por GTP, estimulando entao a produgao de cAMP 
pela adenilil-ciclase. A resultante elevagao na [cAMP] ativa 
a PKA, que fosforila canals de na membrana plasmatica, 
causando seu fechamento. A redugao na saida de despo- 
lariza a celula (Figura 12-42), enviando um sinal eletrico 
para o cerebro. Outras papilas gustativas sao especializadas 
na detecgao de moleculas de sabor amargo, azedo, salgado 
ou umami (o sabor de certos aminoacidos, como o glutama- 
to), utilizando varias combinagoes de segundos mensagei- 
ros e canals ionicos nos mecanismos de transdugao. 
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FIGURA12-41 Os eventos moleculares do olfato. Estas interagoes ocorrem nos cilios das celulas receptoras do olfato. 


Os GPCR dos sistemas sensoriais compartilham algumas 
caracteristicas com os GPCR dos sistemas de sinaliza^ao 
por hormonios 

Ate o presente memento, foram analisados diversos tipos 
de sistemas de sinalizagao (sinalizagao hormonal, visao. 


olfato e paladar) nos quais receptores de membrana estao 
acoplados, por meio de protemas G, a enzimas que pro- 
duzem segundos mensageiros. Como ja foi sugerido neste 
texto, os mecanismos de sinalizagao devem ter surgido nos 
primordios da evolugao; estudos genomicos tern revelado 
centenas de genes codificando GPCR em vertebrados. 



Lima molecula de sabor 
doce (S) se liga ao receptor 
para sabor doce (SR), 
ativando a protema G 
gostoducina (Gg^st). 


0 


A subunidade a da 
gostoducina ativa a 
adenilil-ciclase (AC) 
da membrana apical, 
elevando a [AMPc]. 


0 



A PKA, ativada por cAMP, fosforila 
urn canal de K+ da membrana 
basolateral, fechando-o. O efluxo 
reduzido de K+ despolariza a celula, 
enviando urn sinal eletrico para 
o cerebro. 


FIGURA 12-42 Mecanismo de transdu^ao para sabores doces. 
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em artropodes {Drosophila e mosquito) e no nematodeo 
Caenorhahditis elegans. Mesmo a levedura comum Sac- 
charomyces utiliza GPCR e protemas G para detectar o 
tipo sexual oposto. Padroes gerais tern sido conservados, e 
a introdugao de diversidade tern dado aos organismos mo- 
dernos a capacidade de responder a uma ampla gama de 
estimulos (Tabela 12-8). Dos aproximadamente 29.000 ge¬ 
nes no genoma humano, cerca de 1.000 codificam GPCR, 
incluindo centenas para os estimulos do olfato e muitos 
“receptores orfaos” para os quais o ligante natural ainda 
nao e conhecido. 

Todos os sistemas de transdugao de sinal bem estuda- 
dos que agem por meio de protemas G heterotrimericas 
compartilham algumas propriedades comuns, que refletem 
sua relagao evolutiva (Figura 12-43). Os receptores tern 
sete segmentos transmembrana, um dommio (geralmente 
a alga entre as helices transmembrana 6 e 7) que interage 
com uma proteina G e um dommio carboxiterminal cito- 
plasmatico reversivelmente fosforilado em alguns residues 
de Ser ou Thr. 

0 sitio de interagao com o ligante (ou, no case de re- 
cepgao da luz, o receptor de luz) esta profundamente 
inserido na membrana e e composto por residues de di- 
ferentes segmentos transmembrana. A interagao com o 
ligante (ou a luz) induz uma alteragao na conformagao 
do receptor, expondo um dominio que pode interagir com 
uma proteina G. As proteinas G heterotrimericas ativam 
ou inibem enzimas efetoras (adenilil-ciclase, PDE ou 
PLC), que afetam a concentragao de um segundo mensa- 
geiro (cAMP, cGMP, IPg ou Ca^^). Nos sistemas detectores 
de hormonios, o produto final e uma proteina-cinase ati- 
vada que regula algum processo celular por meio da fos- 
forilagao de uma proteina fundamental aquele processo. 


TABELA 12-8 


Alguns sinais que agem por meio de GPCR 


Aminas 

Acetilcolina (muscarinico) 
Dopamina 

Epinefrina/adrenalina 

Histamina 

Serotonina 

Peptideos 

Angiotensina 

Bombesina 

Bradicinina 

Qutmiocina(s) 

Colecistocinina (CCK) 

Endotelina 

Hormonio liberador de gona- 

dotrofina 

Interleucina-8 

Melanocortina 

Neuropeptideo Y 

Neurotensina 

Opioides 

Orexina 

Somatostatina 


Taquicinina 

Hormonio liberador de tireo- 

tropina 

Urotensina II 

Hormonios proteicos 

Hormonio foliculo-estimu- 
lante 

Gonadotrofina 
Hormonio corionico gonado- 
trofico-lutropina 
Tireotropina 

Prostanoides 

Prostaciclina(s) 

Prostaglandina(s) 

Tromboxano 

Ontros 

Canabinoides 
Lisoesfingolipideos 
Melatonina 
Estimulos olfatorios 
Rodopsina 


Nos neuronios sensoriais, o produto final e uma variagao 
no potencial de membrana e um consequente sinal eletri- 
co, que passa para outro neuronio da rota que conecta a 
celula sensorial ao cerebro. 

Todos esses sistemas sao autoinativantes. 0 GTP e 
convertido a GDP pela atividade GTPasica intrinseca das 
proteinas G, frequentemente aumentada pelas proteinas 


Vasopressina Adrenalina Luz 



III 


\ [cAMP] t [cAMP] I [cGMP] 



^ ^Ca2+Na+ 


Moleculas de 
Odorantes sabordoce 



FIGURA 12-43 Caractensticas comuns dos sistemas de sinaliza^ao 
que detectam hormonios, luz, odores e sabores. Os GPCR garantem 
a especificidade ao sinal, e sua interagao com as proteinas G prove a am- 
plificagao do sinal. As proteinas G heterotrimericas ativam as enzimas efe¬ 
toras: adenilil-ciclase (AC), fosfolipase C (PLC) e fosfodiesterases (PDE) que 
degradam cAMP ou cGMP. As variagoes na concentragao dos segundos 
mensageiros (cAMP, cGMP, IP 3 ) resultam na alteragao de atividades enzi- 
maticas por fosforilagao ou alteragoes na permeabilidade (P) das mem- 


branas da superficie celular a Ca^^, Na^ e K^. A resultante despolarizagao 
ou hiperpolarizagao da celula sensorial (o sinal) passa por grupos de neu¬ 
ronios aos centros sensoriais do cerebro. Nos casos mais bem estudados, 
a dessensibilizagao inclui a fosforilagao do receptor e a ligagao de uma 
proteina (arrestina) que interrompe as interagoes entre receptor e proteina 
G.VR e o receptor de vasopressina; jS-AR e o receptor jS-adrenergico. Abre- 
viagoes para outros receptores e proteinas G estao conforme ilustragoes 
anteriores. 
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ativadoras de GTPase (GAP) ou protemas RGS (regulado- 
res da sinalizagao por protemas G; ver Figura 12-5 e Figura 
Q-4 do Quadro 12-2). Em alguns casos, as enzimas efeto- 
ras que sao os alvos da modulagao pelas protemas G tam- 
bem atuam como GAP 0 mecanismo de dessensibilizagao 
que envolve a fosforilagao da regiao carboxiterminal segui- 
da pela ligagao da arrestina e amplamente distribmdo, e 
pode ser universal. 

RESUM012.10 Transdu^ao sensorial na visao, no olfato e no 
paladar 

► Visao, olfato e paladar em vertebrados fazem uso de 
GPCR, que agem por meio de protemas G heterotrlmeri- 
cas para alterar o de neuronios sensoriais. 

► Nos bastonetes e cones da retina, a luz ativa a rodopsi- 
na, a qual ativa a proteina G transducina. A subunidade 
a liberada da transducina ativa uma fosfodiesterase de 
cGMP, que diminui a [cGMP] e, desta maneira, fecha ca- 
nais ionicos dependentes de cGMP no segmento exter- 
no do neuronio. A resultante hiperpolarizagao do basto- 
nete ou cone conduz o sinal para o proximo neuronio da 
rota, e, ao final, para o cerebro. 

► Nos neuronios olfativos, o estimulo, que age por meio 
de GPCR e protemas G, provoca um aumento na [cAMP] 
(pela ativagao da adenilil-ciclase) ou um aumento na 
[Ca^^] (pela ativagao da PLC). Esses segundos mensa- 
geiros afetam canais ionicos e, portanto, V^. 

► Os neuronios gustativos tern GPCR que respondem a 
moleculas de sabor por meio da alteragao nos niveis 
de cAMP, que altera por meio do controle de canais 
ionicos. 

► Existe um alto grau de conservagao das protemas de 
sinalizagao e dos mecanismos de transdugao entre os 
sistemas de sinalizagao e entre as especies. 


12.11 Regula^ao do cicio celular por 
protemas-cinases 

Uma das manifestagoes mais evidentes das rotas de sina¬ 
lizagao e a regulagao do ciclo celular eucariotico. Durante 
o crescimento embrionario e o desenvoMmento posterior, 
a divisao celular acontece em praticamente todos os teci- 
dos. Nos organismos adultos, a maioria dos tecidos torna-se 
quiescente. A “decisao” de uma celula de dividir-se ou nao 
e de grande importancia para o organismo. Quando os me¬ 
canismos de regulagao que limitam a divisao celular estao 
defeituosos e as celulas dividem-se desordenadamente, o 
resultado e catastrofico - cancer. A divisao celular correta 
requer uma sequencia organizada de eventos bioquimicos 
que asseguram a cada celula-filha um conjunto complete 
das moleculas necessarias para a vida. As investigagoes so- 
bre o controle da divisao celular em diversas celulas euca- 
rioticas tern revelado mecanismos de regulagao universais. 
Os mecanismos de sinalizagao, muito semelhantes aqueles 
discutidos anteriormente, sao fundamentais para determi- 
nar se e quando uma celula passa pela divisao celular, ga- 
rantindo tambem a passagem ordenada pelos estagios do 
ciclo celular. 


0 ciclo celular tern quatro estagios 

A divisao celular que segue a mitose em eucariotos ocorre 
em quatro etapas bem definidas (Figura 12-44). Na fase S 
(sintese), o DNA e replicado para gerar as copias para am- 
bas as celulas-filhas. Na fase G2 (G indica o intervalo entre 
divisoes; do ingles gap'), novas protemas sao sintetizadas e 
a celula praticamente dobra de tamanho. Na fase M (mito¬ 
se), o envelope nuclear materno se desfaz, os cromossomos 
pareados sao puxados para os polos opostos da celula, cada 
conjunto de cromossomos e circundado por um envelope 
nuclear recem-formado, e a citocinese divide a celula pela 
metade, originando duas celulas-filhas (ver Figura 24-24). 
Nos tecidos embrionarios ou naqueles de proliferagao ra- 
pida, cada celula-filha se divide novamente, mas somente 
apos um periodo de espera (Gl). Nas celulas animals em 
cultura, o processo complete consome cerca de 24 horas. 

Depois de passar pela mitose e entrar em Gl, a celula 
entra em outro ciclo de divisao, ou para de se dividir, en- 
trando em uma fase quiescente (GO) que pode durar horas, 
dias ou todo o periodo de vida da celula. Quando uma celula 
em GO comega a dividir-se novamente, ela reentra no ciclo 
de divisao pela fase Gl. As celulas diferenciadas, como he- 
patocitos ou adipocitos, adquiriram forma e fungao espe- 
cializadas; elas permanecem na fase GO. As celulas-tronco 
retem o potencial de divisao e diferenciagao em qualquer 
um de varies tipos celulares. 

Os niveis de protemas-cinases dependentes de ciclina 
oscilam 

A sincronia do ciclo celular e controlada por uma familia de 
protemas-cinases cujas atividades variam em resposta a si- 


Fase G2 

Sem smtese 
de DNA. A 
sintese de 
RNAe 
protemas 
continua. 


Fase S 

A smtese de DNA 
dobra a quantidade 
de DNA na celula. 
RNA e protemas 
tambem sao 
sintetizados. 


Fase M 
A mitose 
(divisao nuclear) 
e a citocinese 
(divisao celular) 
originam duas 
celulas-filhas. 



Fase GO 
Celulas 

completamente 
diferenciadas 
saem do ciclo 
celular 

indefinidamente. 

Ponto de 
reentrada 

Uma celula 
retornando de GO 
entra no inicio 
da fase Gl. 


Fase Gl 

Smtese de 
RNA e protemas. 
Sem smtese de DNA. 


Ponto de restrigao 

Uma celula que passe 
deste ponto esta 
comprometida a passar 
para a fase S. 


FIGURA 12-44 O ciclo celular eucariotico. As duragoes (em horas) dos 
quatro estagios variam, porem as apresentadas aqui sao tipicas. 



PRINCIPIOS DE BlOQUIMICA DE LEHNINGER 485 


nais celulares. Por meio da fosforilagao de protemas especi- 
ficas em intervalos de tempo precisamente cronometrados, 
estas protemas-cinases coordenam as atividades metabo- 
licas da celula para efetuar a divisao celular ordenada. As 
cinases sao heterodimeros com uma subunidade de regu- 
lagao, a ciclina, e uma subunidade catalitica, a protema- 
-cinase dependente de ciclina (CDK, de cyclin-depen- 
dent protein kinase'). Na ausencia da ciclina, a subunidade 
catalitica e praticamente inativa. Quando a ciclina se liga, o 
sitio catalitico se abre, um residue essencial para a catalise 
torna-se acessivel (Figura 12-45), e a atividade cinasica 
da subunidade catalitica aumenta 10.000 vezes. As celulas 
animals tern pelo menos 10 ciclinas diferentes (designadas 
A, B, e assim por diante) e pelo menos 8 CDK (de CDKl a 
CDK8), que trabalham em diferentes combinagoes em pon- 
tos especificos do ciclo celular. As plantas tambem utilizam 
uma familia de CDK para regular a divisao celular nas rai¬ 
zes e meristemas dos brotos, os principals tecidos nos quais 
ocorre divisao. 

Em uma populagao de celulas animals dividindo-se sin- 
cronizadamente, as atividades de algumas CDK apresentam 
marcadas oscilagoes (Figura 12-46). Essas oscilagoes sao 


o resultado de quatro mecanismos de regulagao das ativi¬ 
dades das CDK: fosforilagao ou desfosforilagao da CDK, 
degradagao controlada da subunidade ciclina, sintese pe¬ 
riodica de CDK e ciclinas, e a agao das proteinas inibidoras 
especificas de CDK. A ativagao e a inativagao precisamente 
cronometradas de uma serie de CDK produzem os sinais 
que agem como o relogio-mestre que orquestra os even- 
tos da divisao celular normal e garante que um estagio seja 
completado antes que o proximo inicie. 

Regula^ao das CDK por fosforila^ao. A atividade de uma CDK e 

notavelmente afetada pela fosforilagao e desfosforilagao de 
dois residues criticos da proteina (Figura 12-47a). A fos¬ 
forilagao da proxima a extremidade aminoterminal 

torna a CDK2 inativa; o residue de (^-Tyr esta no sitio de 
ligagao ao ATP da cinase, e o grupo fosfato, negativamente 
carregado, bloqueia a entrada do ATP. Uma fosfatase espe- 
cifica (uma PTPase) desfosforila este residue de (^-lyr, 
permitindo a ligagao do ATP. A fosforilagao da Thr^®^ na 
“alga T” da CDK, catalisada por outra proteina-cinase, forga 
a saida da alga T da fenda de ligagao do substrate, permi¬ 
tindo a ligagao de uma proteina-alvo especifica a jusante e a 
sua fosforilagao pela CDK (ver Figura 12-45c). 



FIGURA 12-45 Ativagao das protemas-cinases dependentes de ci¬ 
clinas (CDK) pelas ciclinas e por fosforilagao. As CDK, uma familia de 
enzimas relacionadas, estao ativas somente quando associadas com as cicli¬ 
nas, outra familia de proteinas. A estrutura do cristal de CDK2 com e sem a 
ciclina revela as bases desta ativaqao. (a) Sem a ciclina (PDB ID 1HCK), a CDK2 
dobra-se de maneira que um segmento, a alqaT, obstrui o sitio de ligagao 
para os substrates proteicos e, assim, inibe a atividade cinasica da proteina. 0 
sitio de ligagao para o ATP tambem e proximo a alga T. (b) Quando a ciclina 
se liga (PDB ID 1 FIN), ela forga alteragoes conformacionais que afastam a alga 
T do sitio ativo e reorienta uma helice aminoterminal, trazendo um residue 
crucial para a catalise (Glu^) para dentro do sitio ativo. (c) A fosforilagao de 
um residue deThr na algaT produz um residue negativamente carregado 
estabilizado pela interagao com tres residues de Arg, mantendo a CDK na 
conformagao ativa (PDB ID 1JST). 
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FIGURA 12-46 As variances nas atividades das CDK especfficas duran¬ 
te o cicio celular em animais. A atividade da ciclina E-CDK2 tern urn pico 
proximo ao limite entre as fases G1 e S, quando a enzima ativa desencadeia 
a sintese das enzimas necessarias para a sintese de DNA (ver Figura 12-49). A 
atividade da ciclina A-CDK2 aumenta durante as fases S e G2, e entao diminui 
repentinamente na fase M, quando a ciclina B-GDK1 apresenta urn pico. 


A presenga de quebras de fita simples de DNA causa a 
parada do cicio celular em G2 pela regulagao de uma CDK 
especifica. Uma protema-cinase especifica (chamada de 
Rad3 em levedura), ativada pelas quebras de fita simples, 
inicia uma cascata que leva a inativagao da PTPase que 
desfosforila a Tyr^^ da CDK. A CDK permanece inativa e 
a celula permanece parada em C2, incapaz de dividir-se 
ate que o DNA seja reparado e os efeitos da cascata sejam 
revertidos. 

A degrada^ao controlada das ciclinas. A proteolise altamente 
especifica e precisamente cronometrada das ciclinas mi- 
toticas regula a atividade das CDK durante todo o cicio 
celular. A progressao pela mitose requer primeiramente a 
ativagao, e entao a destruigao, das ciclinas A e B, que ati- 
vam a subunidade catalitica da CDK da fase M. Essas cicli¬ 
nas apresentam, proximo a extremidade aminoterminal, a 
sequencia -Arg-Thr-Ala-Leu-Cly-Asp-Ile-Cly-Asn-, a “caixa 
de destruigao”, que as marca para a degradagao. (0 uso 
de “caixa” remete a pratica comum, na diagramagao de se- 


(a) 

0 

0 complexo ciclina-CDK forma-se, mas a fosforilapao 


0 da Tyr^^ bloqueia o sitio de ligagao do ATP; ainda inativo. 

A sintese 



FIGURA 12-47 Regulagao das CDK por fosforila^ao e proteolise. (a) A proteina-cinase dependente de ciclina ativada no momento da mitose (a GDK 
da fase M) possui uma "alga T"que pode dobrar-se para dentro do sitio de ligapao ao substrato. Quando a Thr^^° da alpaT esta fosforilada, a alpa move-se para 
fora do sitio de ligapao do substrato, ativando a GDK muitas vezes (etapa O). (b) 0 complexo ciclina-GDK ativo inicia sua propria inativapao pela fosforilapao da 
DBRP (proteina de reconhecimento de caixas de destruipao; etapa 0). A DBRP e a ubiquitina-ligase, entao, unem diversas moleculas de ubiquitina (U) a ciclina 
(etapa O), marcando-a para a destruipao pelos proteassomos, complexos enzimaticos proteoliticos (etapa ©). 
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quencias de acidos nucleicos ou protemas, de representar 
uma curta sequencia com fungao especifica em uma caixa. 
Isso nao implica nenhuma estmtura tridimensional.) A pro- 
teina DBRP (proteina de reconhecimento de caixas de des- 
truigao; de destruction box recognizing protein') reco- 
nhece essa sequencia e inicia o processo de degradagao da 
ciclina aproximando a ciclina de outra proteina, a ubiqui- 
tina. A ciclina e a ubiquitina ativada sao covalentemente 
unidas pela enzima ubiquitina-ligase (Figura 12-47b). Mais 
algumas moleculas de ubiquitina sao assim anexadas, forne- 
cendo o sinal para um complexo enzimatico proteolitico, ou 
proteassomo, degradar a ciclina. 

0 que controla o momento correto para a degradagao 
da ciclina? Uma alga de retroalimentagao ocorre dentro do 
processo geral mostrado na Figura 12-47. A elevada ativi- 
dade da CDK (etapa O) culmina na proteolise da ciclina 
(etapa 0). A ciclina recem-sintetizada se associa e ativa a 
CDK, que fosforila e ativa a DBRP. A DBRP ativa, entao, 
leva a proteolise da ciclina. 0 decrescimo no nivel de ciclina 
causa um declinio na atividade da CDK, e a atividade da 
DBRP tambem e reduzida, por desfosforilagao e inativagao 
lentas e constantes, com a ajuda de uma DBRP-fosfatase. 0 
nivel de ciclina e, ao final, restaurado pela sintese de novas 
moleculas de ciclina. 

A fungao da ubiquitina e dos proteassomos nao se limi- 
ta a regulagao das ciclinas; como sera visto no Capitulo 27, 
tambem envolve a renovagao das proteinas celulares, pro¬ 
cesso fundamental para a manutengao celular. 

A smtese regulada de CDK e ciclinas 0 terceiro mecanismo para 
a alteragao da atividade das CDK e a regulagao da taxa de 
sintese de ciclinas ou CDK, ou de ambas. Por exemplo, ci¬ 
clina D, ciclina E, CDK2 e CDK4 sao sintetizadas apenas 
quando um fator de transcrigao especifico, E2F, esta pre¬ 
sente no nucleo para ativar a transcrigao destes genes. A 
sintese de E2F e, por sua vez, regulada por sinais extracelu- 
lares como fatores de crescimento e citocinas (sinais de 
desenvoMmento que induzem a divisao celular), compos- 
tos identificados como essenciais para a divisao das celulas 
de mamiferos em cultura. Eles induzem a sintese de fato¬ 
res de transcrigao nucleares especificos e essenciais para 
a expressao das enzimas de sintese do DNA. Os fatores de 
crescimento induzem a fosforilagao das proteinas nucleares 
Jun e Fos, fatores de transcrigao que promovem a sintese 
de uma grande variedade de produtos genicos, incluindo ci¬ 
clinas, CDK e E2F. Por sua vez, E2F controla a expressao de 
diversas enzimas essenciais para a sintese de desoxinucle- 
otideos e DNA, possibilitando que as celulas entrem na fase 
S (Figura 12-48). 

Inibi^ao das CDK Finalmente, inibidores proteicos especifi¬ 
cos se ligam e inativam CDK especificas. Uma dessas pro¬ 
teinas e a p21, discutida a seguir. 

Esses quatro mecanismos de controle modulam a ati¬ 
vidade de CDK especificas, as quais, por sua vez, contro- 
1am se a celula ira se dividir, diferenciar, se tornar quies- 
cente permanentemente ou comegar um novo ciclo de 
divisao apos um periodo de quiescencia. Os detalhes da 
regulagao do ciclo celular, como o numero de diferentes 
ciclinas e cinases, e as combinagoes nas quais elas agem, 
diferem de especie para especie, porem o mecanismo ba- 


Fatores de crescimento, 
citocinas 

i 

Cascata 
\ de MARK 

i 


Fosforilagao de 
Jun e Fos no nucleo 



CDK transcrigao E2F 



G1 para a fase S 

FIGURA 12-48 Regulagao da divisao celular por fatores de cresci¬ 
mento. A rota entre os fatores de crescimento e a divisao celular passa pela 
cascata enzimatica que ativa MARK; a fosforilagao dos fatores de transcrigao 
nucleares Jun e Fos; e a atividade do fator de transcrigao E2F, que promove a 
sintese de algumas enzimas essenciais a sintese de DNA. 

sico tern side conservado na evolugao de todas as celulas 
eucarioticas. 

As CDK regulam a divisao celular pela fosforila^o de 
protemas cruciais 

Foi examinado como as celulas mantem um rigoroso con¬ 
trole da atividade das CDK, mas como a atividade das 
CDK controla o ciclo celular? A lista de protemas-alvo 
reguladas pelas CDK continua a crescer, e muitas ainda 
estao para serem descobertas. E possivel, porem, obser- 
var um padrao geral por tras da regulagao pelas CDK pelo 
exame do efeito das CDK sobre a estrutura da lamina e 
da miosina, e tambem sobre a atividade da proteina do 
retinoblastoma. 

A estrutura do envelope nuclear e mantida em parte por 
redes altamente organizadas de filamentos intermediarios, 
compostos pela proteina lamina. 0 desmantelamento do en¬ 
velope nuclear antes da segregagao das cromatides-irmas 
na mitose e parcialmente devido a fosforilagao da lamina 
por uma CDK, que causa a despolimerizagao dos filamentos 
de lamina. 

Um segundo alvo da cinase e a maquinaria contratil 
impelida por ATP (actina e miosina) que separa uma ce¬ 
lula em divisao em duas partes iguais durante a citocine- 
se. Apos a divisao, a CDK fosforila uma pequena subuni- 
dade de regulagao da miosina, causando a dissociagao da 
miosina dos filamentos de actina e inativando a maqui- 
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naria contratil. A posterior desfosforilagao possibilita a 
remontagem do aparato contratil para a proxima rodada 
de citocinese. 

Um terceiro substrato da CDK muito importante e a 
protema do retinoblastoma, pRb; quando e detectado 
dano no DNA, essa protema participa de um mecanismo 
que cessa a divisao celular em G1 (Figura 12-49). No- 
meada em fungao da linhagem celular tumoral em que foi 
descoberta, a pRb atua na maioria dos tipos celulares, tal- 
vez em todos, para regular a divisao celular em resposta a 
uma grande variedade de estimulos. A pRb nao fosforilada 
se liga ao fator de transcrigao E2F; enquanto ligado a pRb, 
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o E2F nao consegue estimular a transcrigao de um grupo 
de genes necessaries para a smtese de DNA (os genes da 
DNA-polimerase a, da ribonucleotideo-redutase e de outras 
proteinas; ver Capitulo 25). Nesse estagio, o ciclo celular 
nao pode progredir da fase G1 para a fase S, a fase que com- 
promete a celula com a mitose e a divisao celular. 0 meca¬ 
nismo de bloqueio pRb-E2F e interrompido quando pRb e 
fosforilada pela ciclina E-CDK2, o que ocorre em resposta a 
um sinal para o avango da divisao celular. 

Quando as proteinas-cinases ATM e ATR detectam dano 
no DNA (sinalizado pela presenga da protema MRN em um 
local com quebra na fita dupla), elas fosforilam p53, ativan- 
do-a para atuar como um fator de transcrigao que estimula 
a smtese da protema p21 (Figura 12-49). Essa protema ini- 
be a atividade cinasica da ciclina E-CDK2. Na presenga de 
p21, a pRb permanece nao fosforilada e ligada a E2F, blo- 
queando a atividade desse fator de transcrigao, e a celula 
fica parada em Gl. Isso garante a celula tempo para reparar 
o DNA antes de entrar na fase S, evitando a potencialmente 
desastrosa transference de um genoma defeituoso a uma 
ou ambas as celulas-filhas. Quando o dano e serio demais 
para permitir o reparo eficaz, essa mesma maquinaria inicia 
um processo (apoptose, descrita a seguir) que leva a mor- 
te da celula, prevenindo o possivel desenvoMmento de um 
cancer. 

RESUMO 12.11 Regula^ao do ciclo celular por 
protemas-cinases 

► A progressao durante o ciclo celular e regulada pelas 
protemas-cinases dependentes de ciclina (CDK), que 
agem em pontos especificos do ciclo, fosforilando prote- 
inas-chave e modulando suas atividades. A subunidade 
catalitica das CDK permanece inativa quando nao asso- 
ciada com a subunidade de regulagao ciclina. 

► A atividade de um complexo ciclina-CDK varia durante 
o ciclo celular pela smtese diferenciada das CDK, degra- 
dagao especifica de ciclinas, fosforilagao e desfosforila¬ 
gao de residues criticos nas CDK, e ligagao de inibidores 
proteicos a complexes ciclina-CDK especificos. 

► Entre os alvos fosforilados pelas ciclina-CDK estao pro¬ 
teinas do envelope nuclear e proteinas necessarias para 
a citocinese e o reparo do DNA. 


Divisao celular A divisao celular 

bloqueada por p53 ocorre normalmente 

FIGURA 12-49 Regulagao da passagem de G1 a S pela fosforilagao de 
pRb. 0 fator de transcrigao E2F promove a transcrigao dos genes de cer- 
tas enzimas essenciais para a sintese do DNA. A proteina do retinoblastoma, 
pRb, pode ligar-se a E2F (embaixo a esquerda), inativando-o e impedindo a 
transcrigao destes genes. A fosforilagao da pRb pela CDK2 impede-a de ligar- 
-se e inativar E2F, e os genes sao transcritos, possibilitando a divisao celular. 0 
dano ao DNA da celula (em cima a esquerda) provoca uma serie de eventos 
que inativam a CDK2, bloqueando a divisao celular. Quando a proteina MRN 
detecta dano no DNA, ela ativa duas proteinas-cinases, ATM e ATR, e elas fos¬ 
forilam e ativam o fator de transcrigao, a proteina p53. A p53 ativa promove 
a sintese de outra proteina, p2l, um inibidor de CDK2. A inibigao da CDK2 
interrompe a fosforilagao de pRb, que, portanto, continua a ligar-se e inibir 
E2F. Com E2F inativado, os genes essenciais para a divisao celular nao sao 
transcritos e a divisao celular e bloqueada. Quando o DNA estiver reparado, 
esta inibigao e liberada, e a celula divide-se. 


12.12 Oncogenes, genes supressores tumorais e 
morte celular programada 

Tumores e canceres sao o resultado da divisao celular 
descontrolada. Normalmente, a divisao celular e regulada 
por uma familia de fatores de crescimento extracelulares, 
proteinas que levam celulas em repouso a dividirem-se e, 
em alguns cases, diferenciarem-se. 0 resultado e um equi- 
librio entre a formagao de novas celulas (como as celulas 
da pele, que morrem e sao repostas em um ciclo de pou- 
cas semanas, ou os leucdcitos, repostos em um ciclo de 
poucos dias) e a destruigao celular. Quando esse equilibrio 
e perturbado por defeitos nas proteinas de regulagao, o 
resultado algumas vezes e a formagao de um clone celular 
que se divide repetidamente e sem regulagao (um tumor) 
ate que sua presenga interfira com o funcionamento dos 
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tecidos normais - um cancer. A causa direta e quase sem- 
pre um defeito genetico em uma ou mais das protemas que 
regulam a divisao celular. Em alguns cases, um gene defei- 
tuoso e herdado de um dos pais; em outros cases, a muta- 
gae ecerre quande um cempeste toxice de meie ambiente 
(cempeste mutagenice eu carcinegenice) eu mesme a ra- 
diagae de alta energia interage cem e DNA de uma unica 
celula, danifica-e e intreduz uma mutagae. Na maieria des 
cases, existem ambas as centribuigoes, hereditaria e am- 
biental, e mais de uma mutagae e necessaria para causar 
a cempleta desregulagae da divisae e e desenvelvimente 
de cancer. 

Os oncogenes sao formas mutantes dos genes de 
protemas que regulam o cicio celular 


ceberte que eram derivades de genes das celulas hespedei- 
ras animais, es proto-oncogenes, que cedificam preteinas 
reguladeras de crescimente. Durante uma infeegae viral, a 
sequencia de DNA de um prete-encegene de hespedeire e, 
algumas vezes, cepiada para dentre de genema viral, ende 
ela prelifera juntamente cem e virus. Nes cicles de infeegae 
seguintes, es prete-encegenes pedem se ternar defeitue- 
ses per mutagoes eu delegoes. Os virus, diferentemente 
das celulas animais, nae tern mecanismes efetives para a 
cerregae de erres durante a replicagae de DNA, de mede 
que acumulam mutagoes rapidamente. Quande um virus 
portando um oncogene infecta uma nova celula hospedei- 
ra, o DNA viral (e o oncogene) pode ser incorporado ao 
DNA da celula hospedeira, na qual ele pode agora interferir 
na regulagao da divisao celular. Em um mecanismo alterna¬ 
tive, nae viral, uma unica celula em um tecido exposto a 
compostos carcinogenicos pode sofrer um dano ao DNA 
que tome uma de suas preteinas reguladeras defeituosa, 
com o mesme efeito do mecanismo oncogenico: falhas na 
regulagao da divisao celular. 

As mutagoes que originam oncogenes sao geneticamen- 
te dominantes; se um cromossomo de um par contiver um 
gene defeituoso, o produto daquele gene enviara o sinal 
“divida-se”, o que podera resultar em um tumor. 0 defei¬ 
to oncogenico pode estar em qualquer uma das preteinas 
envolvidas na comunicagao do sinal “divida-se”. Os onco¬ 
genes descobertos ate este memento incluem aqueles que 
codificam preteinas secretorias, fatores de crescimente, 
preteinas transmembrana (receptores), preteinas citoplas- 
maticas (preteinas G e proteinas-cinases) e os fatores de 
transcrigao nucleares que controlam a expressao dos genes 
essenciais para a divisao celular (Jun, Eos). 

Alguns oncogenes codificam receptores de superficie 
com sitios de ligagao ao sinal defeituosos ou ausentes, de 
maneira que sua atividade Tyr-cinasica intrinseca esta des- 
regulada. For exemplo, a oncoproteina ErbB e essencial- 
mente identica ao receptor normal do fator de crescimente 
da epiderme, exceto que ErbB carece do dominio amino- 
terminal que normalmente liga-se a EGF (Figura 12-50) 
e, consequentemente, transmite o sinal “divida-se” estando 
o EGF presente ou nao. As mutagoes em erhB2, o gene de 
um receptor Tyr-cinase relacionado a ErbB, sao comumente 
associadas com os canceres do epitelio glandular em mama. 


Os oncogenes foram originalmente descritos em vi¬ 
rus causadores de tumor, sendo oosteriormente des- 
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FIGURA 12-50 Receptores defeituosos de EGF codificados por onco¬ 
genes. 0 produto do oncogene erbB (a proteina ErbB) e uma versao trunca- 
da do receptor normal para o fator de crescimento da epiderme (EGF). 0 do¬ 
minio intracelular apresenta a estrutura normalmente induzida pela ligagao 
do EGF, porem a proteina carece do sitio extracelular de ligagao a EGF. Nao 
sendo regulada pelo EGF, a ErbB continuamente sinaliza a divisao celular. 


estomago e ovario. (Consulte uma explicagao sobre o uso 
de abreviagoes na denominagao de genes e sens produtos 
no Capitulo 25.) 

0 importante papel desempenhado pelas proteinas-ci¬ 
nases nos processos de sinalizagao relacionados a divisao 
celular normal e anormal as coloca como um dos principals 
alvos no desenvolvimento de farmacos para o tratamento de 
cancer (Quadro 12-5). Formas mutantes da proteina G Ras 
sao comuns em celulas tumorais. 0 oncogene ras codifica 
uma proteina que normalmente se liga ao GTP, porem sem 
atividade GTPasica. A proteina Ras mutante esta, portan- 
to, sempre na forma ativada (ligada a GTP), independen- 
temente dos sinais que cheguem por meio dos receptores 
normais. 0 resultado pode ser o crescimento desregulado. 
As mutagoes no ras estao associadas com 30 a 50% dos car¬ 
cinomas de pulmao e colo, e com mais de 90% dos carcino¬ 
mas pancreaticos. ■ 


Os defeitos em determinados genes eliminam a 
repressao normal da divisao celular 


Os genes supressores tumorais codificam protei- 
nas que normalmente reprimem a divisao celular. As 
mutagoes em um ou mais desses genes pode levar a forma- 
gao de tumores. 0 crescimento desregulado devido a genes 
supressores tumorais defeituosos, ao contrario do que ocor- 
re com os oncogenes, e geneticamente recessive; os tumo¬ 
res se formam somente se ambos os cromossomos de um 
par contiverem o gene defeituoso. Isso ocorre porque a fun- 
gao desses genes e impedir a divisao celular, e se uma das 
copias do gene para uma de tais preteinas estiver normal, a 
inibigao normal da divisao ocorre. Em uma pessoa que her- 
da uma copia correta e uma copia defeituosa, todas as celu¬ 
las tern uma copia defeituosa do gene. Se qualquer uma das 
10^^ celulas somaticas sofrer uma mutagao na copia correta, 
um tumor pode crescer a partir dessa celula duplamente 
mutada. As mutagoes nas duas copias dos genes de pRb, 
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iJM^M 0 desenvolvimento de inibidores de protemas-cinases para o tratamento de cancer 


Quando uma unica celula se divide sem qualquer limitagao 
regulatoria, ela originara, no final, um clone de celulas tao 
grande que ele interferira com as fungoes fisiologicas nor¬ 
mals (Figura Q-1). Isso e cancer, uma das principals cau- 
sas de morte nos paises desenvolvidos e em expansao nos 
paises em desenvolvimento. Em todos os tipos de cancer, 
a regulagao normal da divisao celular torna-se disfuncional 
devido aos defeitos em um on mais genes. For exemplo, 
os genes que codificam proteinas que normalmente emi- 
tem sinais intermitentes para a divisao celular tornam-se 
oncogenes, originando proteinas sinalizadoras constituti- 
vamente ativas; on os genes que codificam proteinas que 
normalmente reprimem a divisao celular (genes supresso- 
res tumorais) sao mutados e acabam originando proteinas 
que carecem dessa fungao de controle. Em muitos tumo- 
res, ambos os tipos de mutagoes ocorrem. 

Muitos oncogenes e genes supressores tumorais codi¬ 
ficam proteinas-cinases on proteinas que atuam nas rotas 
de sinalizagao em posigoes a jusante as proteinas-cinases. 
E, portanto, logico imaginar que inibidores especificos de 
proteinas-cinases mostrar-se-iam uteis para o tratamento 
de cancer. For exemplo, uma forma mutante do receptor 
de EGF e um receptor lyr-cinase (RTK) constantemen- 
te ativo, sinalizando a divisao celular caso o EGF esteja 
presente on nao (ver Figura 12-50). Em cerca de 30% 
das mulheres com cancer de mama invasivo, uma muta- 
gao no gene do receptor HER2/neu origina um RTK com 
a atividade aumentada em ate 100 vezes. Outro RTK, o 
receptor do fator de crescimento endotelial vas¬ 
cular (VEGFR, de vascular endothelial growth factor 
receptor'), deve ser ativado para que a formagao de no- 
vos vasos sanguineos (angiogenese) Iomega a um tumor 
solido sen proprio suprimento de sangue, e a inibigao do 
VEGFR pode privar um tumor de nutrientes essenciais. 
As lyr-cinases que nao participam de receptores tambem 
podem ser mutadas, resultando em constante sinalizagao 
e divisao celular desregulada. For exemplo, o oncogene 
Ahl (do vims da leucemia de Abelson; de Abelson leuke- 



FIGURAQ-1 A divisao desregulada de uma unica celula do colo levou a 
um cancer primario que metastatizou para o figado. Os canceres secun- 
darios sao visualizados como manchas brancas neste figado obtido em 
uma necropsia. 


mia virus) e associado a leucemia mieloide aguda, uma 
doenga sanguinea relativamente rara (-5.000 casos por 
ano nos Estados Unidos). Outro grupo de oncogenes co- 
difica proteinas-cinases dependentes de ciclina desregu- 
ladas. Em cada um desses casos, inibidores especificos de 
proteinas-cinases poderiam ser valiosos agentes quimiote- 
rapicos para o tratamento da doenga. Nao surpreendente- 
mente, esforgos enormes para o desenvolvimento desses 
inibidores estao sendo feitos. Como abordar esse desafio? 

As proteinas-cinases de todos os tipos apresentam 
uma notavel conservagao da estrutura do sitio ativo. To- 
das compartilham as caracteristicas da estrutura proto- 
tipica da FKA mostradas na Figura Q-2: dois lobos que 
circundam o sitio ativo, com uma alga F que auxilia no 
alinhamento e na ligagao dos grupos fosfato do ATF, uma 
alga de ativagao que se move para a abertura do sitio ativo 
ao substrato proteico, e uma helice C que muda de posi- 
gao quando a enzima e ativada, trazendo os residuos da 
fenda de ligagao ao substrato ate suas posigoes de ligagao. 

Os inibidores de proteinas-cinases mais simples sao 
os analogos de ATF, que ocupam o sitio de ligagao do 
ATF, mas nao servem como doadores de grupos fosfato. 
Muitos desses compostos sao conhecidos, porem sua uti- 
lidade clinica e limitada pela falta de seletividade - ini- 
bem praticamente todas as proteinas-cinases e provoca- 
riam efeitos colaterais intoleraveis. 



FIGURA Q-2 As caracteristicas conservadas do sitio ativo das proteinas- 
-cinases (PDB ID 1S91). Os lobos aminoterminal e carboxiterminal circun¬ 
dam o sitio ativo da enzima, proximos a alga catalitica e ao sitio onde o 
ATP se liga. A alga de ativagao desta e de muitas outras cinases e fosfo- 
rilada e, entao, afasta-se do sitio ativo para expor a fenda de ligagao ao 
substrato, a qual, nesta imagem, esta ocupada por um inibidor especifico 
desta enzima, PD318088. A alga P e essencial para a ligagao do ATP, e a 
helice C tambem deve estar corretamente alinhada para a ligagao do ATP 
e a atividade cinasica. 
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Maior seletividade e encontrada nos compostos que 
ocupam parte do sitio de ligagao do ATP, porem intera- 
gem tambem fora desse sitio, com regioes da proteina 
exclusivas da proteina-cinase-alvo. Uma terceira es- 
trategia possivel tern como base o fato de que, embora 
as conformagoes ativas de todas as proteinas-cinases 
sejam semelhantes, suas conformagoes inativas nao o 
sao. Os farmacos direcionados a conformagao inativa 
de uma proteina-cinase especifica impedem sua con- 
versao a forma ativa e apresentam maior especificidade 
de agao. Uma quarta abordagem utiliza a grande espe¬ 
cificidade dos anticorpos. Por exemplo, anticorpos mo- 
noclonais (P- 178) que se ligam as porgoes extracelu- 
lares de RTK especificos poderiam eliminar a atividade 
cinasica do receptor por impedirem a dimerizagao on 
por causarem sua remogao da superficie celular. Em al- 
guns casos, um anticorpo seletivamente ligado a super¬ 
ficie de celulas cancerosas poderia estimular o sistema 
imune a atacar aquelas celulas. 

A pesquisa por farmacos ativos contra proteinas- 
-ciuases especificas tern produzido resultados eucora- 
jadores. Por exemplo, o mesilato de imatiuibe (Glivec; 
Figura Q-3a), uma das pequeuas moleculas iuibidoras, 
tern se mostrado praticameute 100% eficaz em causar 
a regressao em pacieutes nos estagios iuiciais de leu- 
cemia mieloide crouica. 0 erlotiuibe (Tarceva; Figura 
Q-3b), direciouado ao EGFR, e efetivo no tratameuto de 
cancer de pulmao de celulas nao pequeuas (NSCLC, de 
non-small-cell lung cancer) avaugado. Como muitos 
sistemas de siualizagao para a divisao celular envolvem 
mais de uma proteina-cinase, os iuibidores que agem 
sobre difereutes proteiuas-ciuases podem ser uteis para 
0 tratameuto de cancer. 0 suuitiuibe (Sutent) e o sora- 
feuibe (Nexavar) tern diversas proteiuas-ciuases como 
alvos, iucluiudo VEGFR e PDGFR. Esses dois farmacos 
estao em uso cliuico em pacieutes com tumores estro- 
mais gastriutestiuais e adenocarcinoma renal avaugado, 
respectivameute. 0 trastuzumabe (Herceptiu), o cetu- 
ximabe (Erbitux) e o bevacizumabe (Avastiu) sao au- 
ticorpos mouoclouais direcionados a HER2/ueu, EGFR 
e VEGFR, respectivameute; os tres farmacos estao em 
uso cliuico para determinados tipos de cancer. 0 co- 
uhecimento detalhado da estrutura ao redor do sitio de 
ligagao do ATP torna possivel o deseuho de farmacos 
que inibam uma proteina-cinase especifica por (1) blo- 
quear o sitio de ligagao do ATP critico, euquauto (2) 
interagem com residuos ao redor desse sitio que sejam 
unices para essa proteina-cinase em particular. 

Pelo menos mais outros 100 compostos estao em 
fase pre-clinica. Entre os farmacos em fase de avalia- 
gao estao alguns obtidos a partir de fontes naturais e 
alguns produzidos por sintese quimica. A indirubina e 
um componente de um preparado de ervas chines tra- 
dicionalmente utilizado para tratar certas leucemias; 
ela inibe CDK2 e CDK5. A roscovitina (Figura Q-3d), 
uma adenina substituida, tern um anel benzil que a tor¬ 
na altamente especifica como um inibidor da CDK2. Com 
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FIGURA Q-3 Alguns inibidores de proteinas-cinases atualmente em tes¬ 
tes clinicos ou em uso clinico, mostrando sua ligagao a proteina-alvo. (a) 0 
imatinibe se liga ao sitio ativo da cinase do oncogene Abl (PDB ID 1 lEP); ele 
ocupa tanto o sitio de ligagao ao ATP quanto uma regiao adjacente a este 
sitio. (b) 0 erlotinibe se liga ao sitio ativo do EGF-R (PDB ID 1 Ml 7). (c), (d) A 
roscovitina e um inibidor da cinase dependente de ciclina CDK2; esta mos- 
trada aqui a ligagao normal Mg-ATP (c) no sitio ativo (PDB ID 1S9I) e a ligagao 
da roscovitina (d), que impede a ligagao do ATP (PDB ID 2A4L). 


algumas centenas de potenciais farmacos anticancer en- 
trando na fase de testes clinicos, e realista imaginar que 
alguns se mostrarao mais efetivos ou mais especificos do 
que os farmacos atualmente em uso. 
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p53 ou p21 originam celulas nas quais a repressao normal 
da divisao celular e perdida e um tumor e formado. 

0 retinoblastoma ocorre em criangas e causa cegueira 
caso nao tratado cirurgicamente. As celulas de um retino¬ 
blastoma tern duas formas defeituosas do gene Rh (dois 
alelos defeituosos). Criangas muito novas que desenvolvem 
retinoblastoma em geral apresentam multiples tumores em 
ambos os olhos. Essas criangas herdaram uma copia defei- 
tuosa do gene Rh, que esta presente em todas as celulas; 
cada tumor e derivado de uma unica celula da retina que 
sofreu uma mutagao em sua copia correta do gene Rh. (Um 
feto com os dois alelos mutantes em todas as celulas nao 
sobrevive.) As pessoas com retinoblastoma que sobrevivem 
a infancia mais tarde tambem apresentam uma alta inciden- 
cia de canceres de pulmao, prostata e mama. 

Um evento muito menos provavel e que uma pessoa 
nascida com duas copias corretas do gene Rh sofra muta- 
goes independentes em ambas as copias na mesma celu¬ 
la. Alguns individuos de fato desenvolvem retinoblastomas 
mais tarde na infancia, em geral apresentando um tumor 
em um dos olhos. Esses individuos presumivelmente nas- 
ceram com as duas copias (alelos) corretas de Rh em todas 
as celulas, mas ambos os alelos Rh foram mutados em uma 
unica celula da retina, levando a um tumor. Apos a idade 
aproximada de tres anos, as celulas da retina param de se 
dividir, e os retinoblastomas em idades mais avangadas sao 
extremamente raros. 

Genes de estabilidade (tambem chamados de genes de 
manutengao) codificam proteinas que atuam no reparo dos 
principais defeitos geneticos que resultam da replicagao 
aberrante do DNA, da radiagao ionizante ou de compostos 
carcinogenicos do ambiente. As mutagoes nesses genes le- 
vam a uma alta frequencia de danos nao reparados (muta¬ 
goes) em outros genes, incluindo proto-oncogenes e genes 
supressores tumorais, portanto, levando ao cancer. Entre 
os genes de estabilidade estao oATM (ver Figura 12-49); a 
familia de genes XP, na qual mutagoes levam ao xeroderma 
pigmentoso; e os genes BRCAl, associados a alguns tipos 
de cancer de mama (ver Quadro 25-1). As mutagoes no 
gene da p53 tambem causam tumores; em mais de 90% dos 
carcinomas cutaneos de celulas escamosas (canceres de 
pele) e em aproximadamente 50% de todos os outros can¬ 
ceres humanos, op53 esta defeituoso. Os individuos extre¬ 
mamente raros, os quais herdam uma copia defeituosa de 
p53, geralmente apresentam a sindrome de Li-Fraumeni, 
com multiplos canceres (de mama, cerebro, ossos, sangue, 
pulmao e pele) que surgem com alta frequencia na infancia. 
A explicagao para os multiplos tumores nesse caso e a mes¬ 
ma das mutagoes do gene Rh\ um individuo nascido com 
uma copia defeituosa do p53 em todas as celulas somaticas 
tern a probabilidade de sofrer uma segunda mutagao no p53 
em mais de uma celula durante a vida. 

Em resumo, tres classes de defeitos contribuem para o 
desenvolvimento de cancer: oncogenes, nos quais o defeito 
e o equivalente a um pedal acelerador de um carro sendo 
sempre pressionado, com o motor funcionando em veloci- 
dade total; genes supressores tumorais, nos quais o defeito 
causa o equivalente a uma falha nos freios; e genes de esta¬ 
bilidade mutados, com o defeito levando a danos nao repa¬ 
rados na maquinaria de replicagao celular, o equivalente a 
um mecanico destreinado. 


As mutagoes em oncogenes e genes supressores tumo¬ 
rais nao apresentam um efeito tudo ou nada. Em alguns can¬ 
ceres, talvez em todos, a progressao de uma celula normal a 
um tumor maligno requer o acumulo de mutagoes (algumas 
vezes ao longo de decadas), nenhuma das quais, por si so, 
e responsavel pelo resultado final. Por exemplo, o desen¬ 
volvimento de cancer colorretal apresenta alguns estagios 
distintos, cada um associado a uma mutagao (Figura 12- 
51). Se uma celula epitelial do colo sofrer uma mutagao em 
ambas as copias do gene supressor tumoral APC (polipose 
adenomatosa do colo; de adenomatous polyposis coli), 
ela comega a dividir-se mais rapidamente do que o normal e 
produz um clone dela mesma, um polipo benigno (adenoma 
em estagio inicial). Por razoes ainda desconhecidas, as mu¬ 
tagoes no APC resultam em instabilidade cromossomica, e 
regioes inteiras de um cromossomo sao perdidas ou rearran- 
jadas durante a divisao celular. Essa instabilidade pode levar 
a outra mutagao, comumente no gene ras, que converte o 
clone em um adenoma em estagio intermediario. Uma ter- 
ceira mutagao (frequentemente no gene supressor tumoral 
DCC') leva a um adenoma em estagio avangado. Somente 
quando ambas as copias dop53 estiverem defeituosas, essa 
massa de celulas se tornara um carcinoma - um tumor ma¬ 
ligno, com risco de morte. A sequencia completa, portanto, 
requer pelo menos sete “ataques” geneticos: dois em cada 
um dos tres genes supressores tumorais {APC, DCC e p53^ 
e um no proto-oncogene ras. E plausivel que existam tam¬ 
bem outras rotas para o cancer colorretal, mas o principio 
de que a malignidade maxima resulta somente de multiplas 
mutagoes provavelmente seja verdadeiro para todas elas. 
Quando um polipo e detectado no estagio de adenoma ini¬ 
cial e as celulas contendo as primeiras mutagoes sao cirurgi¬ 
camente removidas, adenomas avangados e carcinomas nao 
se desenvolverao; por esta razao, a importancia da detecgao 
precoce. As celulas e os organismos tambem tern seus siste- 
mas de detecgao precoce. Por exemplo, as proteinas ATM 
e ATR descritas na Segao 12.11 podem detectar danos no 
DNA extensos demais para serem reparados com sucesso. 
Essas proteinas iniciam, entao, por uma rota que inclui a 
p53, 0 processo de apoptose, no qual uma celula que se tor- 
nou perigosa para o organismo mata a si mesma. ■ 

A apoptose e o suiddio celular programado 

Muitas celulas podem controlar precisamente o memen¬ 
to de sua propria morte pelo processo de morte celular 
programada, ou apoptose (do termo grego para “queda”, 
como a queda das folhas no outono). Um estimulo para a 
apoptose sao danos irreparaveis no DNA. A morte celular 
programada tambem ocorre durante o desenvolvimento 
embrionario, quando algumas celulas devem morrer para 
dar a um tecido ou orgao sua forma final. A modelagem dos 
dedos a partir do apendice arredondado dos membros re¬ 
quer a morte precisamente cronometrada das celulas entre 
os ossos em desenvolvimento. Durante o desenvolvimento 
do nematodeo C. elegans a partir de um ovulo fecundado, 
exatamente 131 celulas (de um total de 1.090 celulas soma¬ 
ticas embrionarias) devem ser eliminadas por morte celular 
programada para que o corpo do adulto seja construido. 

A apoptose tambem tern fungoes em outros processos 
que nao o desenvolvimento. Se uma celula produtora de 
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FIGURA12-51 As multiplas etapas da transi^ao de uma celula epite- 
lial normal a um cancer colorretal. Uma serie de muta(;6es em oncoge¬ 
nes (em verde) ou em genes supressores tumorais (em vermelho) progres- 
sivamente levam a diminuigao do controle da divisao celular, culminando 
com a formagao de um tumor ativo, o qual pode, algumas vezes, formar me- 
tastases (espalhar-se do local inicial para outras regioes do corpo). A mutagao 
do gene MMR causa defeitos no reparo do DNA e, consequentemente, uma 
maior taxa de mutagoes. Mutagoes em ambas as copias do gene supressor 
tumoral APClevam a formagao de agrupamentos de celulas epiteliais que se 
multiplicam muito rapidamente (adenoma em estagio inicial). 0 oncogene 
CDC4 resulta em defeitos na ubiquitinagao, que e essencial para a regulagao 
das cinases dependentes de ciclina (ver Figura 12-47). Os oncogenes KRAS e 
BRAF codificam as proteinas ras e raf (ver Figura 12-15), e esta disfungao adi- 
cional da sinalizagao leva a formagao de um adenoma avangado, que pode 
ser detectado por colonoscopia como um polipo benigno. Mutagoes onco- 
genicas no gene RISK, que codifica a enzima fosfoinositideo-3-cinase, ou no 

anticorpos origina anticorpos contra uma protema ou gli- 
coprotema normalmente presente no organismo, aquela 
celula e submetida a morte celular programada no timo - 
mecanismo essencial para a eliminagao de autoanticorpos 
(a causa de muitas doengas autoimunes). A descamagao 
mensal da parede do utero (menstruagao) e outro exem- 
plo da mediagao da morte celular normal por apoptose. A 
queda das folhas no outono e o resultado da apoptose de 
celulas especificas do caule. Algumas vezes o suicidio ce¬ 
lular nao e programado, mas ocorre em resposta a circuns- 
tancias biologicas que ameagam o resto do organismo. Por 
exemplo, uma celula infectada por virus que morre antes de 
completar o ciclo de infecgao viral restringe a disseminagao 
do virus para as celulas proximas. Alguns tipos de estres- 
se, como calor, hiperosmolaridade, luz UV e radiagao gama, 
tambem provocam o suicidio celular; presumivelmente, o 
organismo estara melhor se quaisquer celulas aberrantes, 
potencialmente mutadas, estiverem mortas. 

Os mecanismos de regulagao que iniciam a apoptose 
envolvem algumas das mesmas proteinas que regulam o ci¬ 
clo celular. 0 sinal para o suicidio com frequencia chega do 
exterior, por meio de um receptor da superficie celular. 0 


gene PTEN, que regula a sintese desta enzima, reforgam ainda mais o sinal: 
divida-se agora. Quando uma celula em um dos polipos sofrer outras muta¬ 
goes, por exemplo, nos genes supressores tumorais DCC e p53 (ver, Figura 12- 
49), tumores progressivamente agressivos se formam. Finalmente, mutagoes 
em outros genes supressores tumorais, como SMAD4, levam a um tumor 
maligno e, algumas vezes, a um tumor metastatico que pode disseminar-se 
para outros tecidos. Um segundo tipo de mutagao, que afete a produgao ou 
agao de fatores de crescimento ou seus receptores (abaixo), pode aumentar 
os efeitos deleterios. Mutagoes no EGFR (receptor do fator de crescimento 
da epiderme) ou noTGF-jS (fator de crescimento tumoral jS) favorecem o 
crescimento descontrolado, assim como o fazem mutagoes nas enzimas que 
produzem certas prostaglandinas (COX-2; ciclo-oxigenase; ver p. 845-846) ou 
na enzima 15-PGDFI (15-hidroxiprostaglandina-desidrogenase). A maioria 
dos tumores malignos de outros tecidos provavelmente resulta de uma serie 
de mutagoes como estas, embora nao necessariamente nestes genes espe- 
cificos, ou nesta mesma ordem. 

fator de necrose tumoral (TNF, de tumor necrosis factor'), 
produzido pelas celulas do sistema imune, interage com as 
celulas por meio de receptores especificos para TNF. Esses 
receptores tern sitios de ligagao a TNF na superficie exter¬ 
na da membrana plasmatica e um “dominio de morte” (~80 
residues de aminoacidos) que transmitem o sinal autodes- 
trutivo atraves da membrana ate proteinas citosolicas como 
a TRADD (dominio de morte associado ao receptor de TNF, 
de TNF receptor-associated death domain) (Figura 12- 
52). Outro receptor. Fas, tern um dominio de morte seme- 
Ihante, que permite sua interagao com a proteina citosolica 
FADD (dominio de morte associado a Fas; de Fas-associa- 
ted death domain) , a qual ativa a protease citosolica cas- 
pase 8. Essa enzima pertence a uma familia de proteases 
que estao envolvidas na apoptose; todas sao sintetizadas 
como pro-enzimas inativas, todas tern um residuo de Cys 
critico no sitio ativo, e todas hidrolisam as proteinas-alvo no 
lado carboxiterminal de residues de Asp especificos (dai o 
nome caspase, para Cys eAsp). 

Quando a caspase 8, uma caspase “iniciadora”, e ati- 
vada por um sinal apoptotico transmitido pelo FADD, ela 
amplifica sua ativagao pela clivagem de sua propria for- 
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FIGURA 12-52 Os eventos iniciais da apoptose. Sinais que desenca- 
deiam a apoptose de fora da celula (Fas eTNFo:) ligam-se a receptores es- 
pecificos na membrana plasmatica (FasR eTNFaR). Os receptores ocupados 
interagem com as proteinas citosolicas FADD eTRADD por meio de uma 
sequencia de 80 aminoacidos chamada o "dominio de morte" presente tan- 
to nos receptores quanto nestes alvos citosolicos, que sao assim ativados. A 
ativaqao de FADD eTRADD inicia uma cascata proteolitica que leva a apop¬ 
tose. FADD eTRADD ativam a caspase 8, cuja aqao libera o citocromo c da 
mitocondria, o qual, juntamente com a proteina Apaf-1, ativa a caspase 9, 
desencadeando a apoptose. 


ma de pro-enzima. As mitocondrias sao um dos alvos da 
caspase 8 ativada. A protease causa a liberagao de certas 
proteinas contidas entre a membrana mitocondrial inter¬ 
na e a externa: citocromo c (Capitulo 19) e varias caspa- 
ses “efetoras”. 0 citocromo c liga-se a forma pro-enzima 
da enzima efetora caspase 9 e estimula sua ativagao pro¬ 
teolitica. A caspase 9 ativada, por sua vez, catalisa a des- 
truigao em larga escala de proteinas celulares - uma das 
principais causas da morte celular apoptotica. Um alvo es- 
pecifico da agao das caspases e uma desoxirribonuclease 
ativada por caspase. 

Na apoptose, os produtos monomericos da degradagao 
de proteinas e DNA (aminoacidos e nucleotideos) sao li- 
berados por um processo controlado que permite que 
eles sejam captados e reutilizados pelas celulas vizinhas. 
A apoptose, portanto, possibilita que o organismo elimine 
uma celula desnecessaria, ou potencialmente perigosa, sem 
desperdigar seus componentes. 

RESUM012.12 Oncogenes, genes supressorestumoraise 
morte celular programada 

► Os oncogenes codificam proteinas de sinalizagao defei- 

tuosas. Pela emissao continua do sinal para a divisao 


celular, elas levam a formagao de tumores. Os oncoge¬ 
nes sao geneticamente dominantes e podem codificar 
fatores de crescimento, receptores, proteinas G, pro- 
teinas-cinases ou reguladores nucleares da transcrigao 
defeituosos. 

► Os genes supressores tumorais codificam proteinas re- 
guladoras que normalmente inibem a divisao celular; 
mutagoes nestes genes sao geneticamente recessivas, 
mas podem levar a formagao de tumores. 

► 0 cancer geralmente e o resultado de um acumulo de 
mutagoes em oncogenes e genes supressores tumorais. 

► Quando genes de estabilidade, que codificam proteinas 
necessarias para o reparo de danos geneticos, sao muta- 
dos, outras mutagoes ficam sem reparo, incluindo muta¬ 
goes em proto-oncogenes e genes supressores tumorais 
que podem levar ao cancer. 

► A apoptose e a morte celular programada e controlada 
que ocorre normalmente durante o desenvolvimen- 
to e a vida adulta para livrar o organismo de celulas 
desnecessarias, danificadas ou infectadas. A apopto¬ 
se pode ser iniciada por sinais extracelulares, como o 
TNF, que agem por meio de receptores da membrana 
plasmatica. 
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Problemas 

1. Experimentos com hormonios em sistemas livres 
de celulas. Nos anos de 1950, Earl W. Sutherland, Jr., e sens 
colegas conduziram experimentos pioneiros para a elucidagao 
do mecanismo de agao da adrenalina e do glucagon. Com base 
no que voce aprendeu neste capitulo sobre a agao hormonal, 
interprete cada um dos experimentos descritos abaixo. Iden- 
tifique a substancia X e comente a importancia dos resultados. 

(a) A adigao de adrenalina a um homogeneizado de flgado 
normal resultou em um aumento na atividade da glicogenio- 
-fosforilase. Entretanto, quando o homogeneizado foi primeira- 


mente centrifugado em alta rotagao e a adrenalina on o glucagon 
foram adicionados a fragao sobrenadante que continha a fosfo- 
rilase, nao ocorreu nenhum aumento na atividade da fosforilase. 

(b) Quando a fragao particulada da centrifugagao em (a) 
foi tratada com adrenalina, a substancia X foi produzida. A 
substancia foi isolada e purificada. Ao contrario da adrenalina, 
a substancia X ativou a glicogenio-fosforilase quando adicio- 
nada a fragao sobrenadante do homogeneizado centrifugado. 

(c) A substancia X era termoestavel; isto e, o tratamento 
com calor nao afetou sua capacidade de ativar a fosforilase. 
(Dica: seria este o caso se a substancia X fosse uma proteina?) 
A substancia X era praticamente identica a um composto ob- 
tido quando ATP puro era tratado com hidroxido de bario. (A 
Figura 8-6 sera util.) 

2. A a^ao de dibutiril-cAMP versus cAMP em celulas in- 
tactas. A agao fisiologica da adrenalina deveria, em principio, 
ser mimetizada pela adigao de cAMP as celulas-alvo. Na pra- 
tica, a adigao de cAMP a celulas-alvo intactas provoca apenas 
uma resposta fisiologica minima. Por que? Quando o derivado 
estruturahnente relacionado dibutiril-cAMP (mostrado abaixo) 
e adicionado as celulas intactas, a resposta fisiologica esperada 
e prontamente aparente. Explique a base das diferengas das 
respostas celulares a essas duas substancias. 0 dibutiril-cAMP 
e largamente utilizado nos estudos sobre a fungao do cAMP. 


O, 


C-(CH2)2CH3 

NH 



Dibutiril-cAMP 

(Monofosfato ciclico de A/®,0^-dibutiril-3',5'-adenosina) 


^ 3. Efeito da toxina do colera sobre a adenilil-ci- 

_, clase. A bacteria gram-negativa Vibrio cholerae produz 

uma proteina, a toxina do colera (JM^ 90.000), responsavel pelos 
sintomas caracteristicos do colera: extensa perda de agua e Na^ 
corporals devido a continua e debilitante diarreia. Se os fluidos 
corporals e o Na^ nao sao repostos, a doenga resulta em desi- 
dratagao grave; nao tratada, frequentemente e fatal. Quando a 
toxina do colera ganha acesso ao trato intestinal humane, ela se 
liga fortemente a sitios especificos da membrana plasmatica das 
celulas epiteliais que revestem o intestino delgado, levando a 
ativagao prolongada (horas ou dias) da adenilil-ciclase. 

(a) Qual e o efeito da toxina do colera sobre a [cAMP] das 
celulas intestinais? 

(b) Com base nas informagoes, sugira como o cAMP atua 
normalmente nas celulas do epitelio intestinal. 

(c) Sugira um possivel tratamento para o colera. 

4. Muta^oes na PKA. Explique como mutagoes nas su- 
bunidades R ou C da proteina-cinase dependente de cAMP 
(PKA) poderiam levar a (a) uma PKA permanentemente ativa 
ou (b) uma PKA permanentemente inativa. 
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^ 1 5. O efeito terapeutico do albuterol. Os sintomas 
■ * respiratorios da asma sao resultantes da constrigao dos 
bronquios e bronqmolos dos pulmoes, causada pela contragao 
do musculo liso de suas paredes. Essa constrigao pode ser rever- 
tida pelo aumento da [cAMP] no musculo liso. Explique o efeito 
terapeutico do albuterol, um agonista j8-adrenergico administra- 
do (por inalagao) para asma. Voce esperaria alguns efeitos cola- 
terais para este farmaco? Como alguem poderia projetar um 
farmaco melhor, que nao apresentasse esses efeitos colaterais? 

6. Termino da sinalizagao hormonal. Os sinais transmi- 
tidos por hormonios devem, ao final, ser encerrados. Descreva 
alguns mecanismos diferentes para o termino da sinalizagao. 

7. Utilizando FRET para explorar as interagoes prote- 
ina-protema in vivo, A Figura 12-8 mostra a interagao entre 
a j8-arrestina e o receptor j8-adrenergico. Como voce utilizaria 
a FRET (ver Quadro 12-3) para demonstrar esta interagao em 
celulas vivas? Que proteinas voce fusionaria? Quais comprimen- 
tos de onda voce utilizaria para iluminar as celulas, e com quais 
voce monitoraria? 0 que voce esperaria observar caso a intera¬ 
gao ocorresse? E caso nao ocorresse? Como voce poderia expli- 
car a falha dessa abordagem para demonstrar esta interagao? 

8. Injegao de EGTA. EGTA (acido etileno glicol-bis[j8- 
amino-etil-eter]-A/',A/',A^',A^'-tetracetico) e um agente quelante 
com alta afinidade e especificidade para Ca^^. Pela microinjegao 
de uma celula com uma solugao apropriada de Ca^^-EGTA, um 
pesquisador pode impedir que a [Ca^^] citosolica aumente acima 
de lO'^M. Como a microinjegao de EGTA afetaria a resposta celu- 
lar ao hormonio antidiuretico (ver Tabela 12-4)? E ao glucagon? 


14. O uso da ligagao de uma toxina para a purificagao 
de uma protema de canal. A Q!-bungarotoxina e uma poten- 
te neurotoxina encontrada no veneno de uma serpente vene- 
nosa (Bungarus multicinctus) . Ela se liga com alta especifici¬ 
dade ao receptor proteico nicotinico de acetilcolina (AChR) e 
Impede a abertura do canal ionico. Essa interagao foi utilizada 
para a purificagao do AChR a partir do orgao eletrico do peixe- 
-eletrico. 

(a) Esboce uma estrategia para o uso de Q!-bungarotoxina 
covalentemente ligada a uma resina cromatografica para a pu¬ 
rificagao da protema AChR. (Dica: ver Figura 3-17c.) 

(b) Esboce uma estrategia para o uso de [^^^I]Q!-bungaroto- 
xina para a purificagao da protema AChR. 

15. Potencial de membrana de repouso. Varies inver- 
tebrados incomuns, incluindo bivalves gigantes, mexilhoes e 
poliquetas, vivem nas fontes hidrotermais nas profundezas do 
oceano, onde a temperatura e de 60°C. 

(a) 0 musculo adutor de um bivalve gigante apresenta 
um potencial de membrana de repouso igual a -95 mV. Dadas 
as composigoes ionicas intracelular e extracelular mostradas 
abaixo, voce prediria esse potencial de membrana? Por que? 


Concentra^ao (mivi) 


Ion 

Intracelular 

Extracelular 

Na^ 

50 

440 


400 

20 

cr 

21 

560 

Ca"'" 

0,4 

10 


9. Amplificagao dos sinais hormonais. Descreva todas as 
fontes de amplificagao do sistema do receptor de insulina. 

10. Mutagoes no ras, Como uma mutagao no ras que leve 
a sintese de uma protema Ras sem atividade GTPasica afetaria 
a resposta celular a insulina? 

11. Diferengas entre proteinas G. Compare a protema G^, 
que participa da transdugao do sinal vindo dos receptores j8-adre- 
nergicos, com Ras. Que propriedades elas compartilham? Em que 
sao diferentes? Qual e a diferenga funcional entre Gg e G^? 

12. Os mecanismos de regulagao das proteinas-cina- 
ses. Identifique oito tipos gerais de proteinas-cinases encon- 
tradas em celulas eucarioticas, e explique que fat or e direta- 
mente responsavel pela ativagao de cada tipo. 

13. Analogos nao hidrolisaveis do GTP. Muitas enzimas 
podem hidrolisar o GTP entre os fosfatos j8 e y. 0 analogo do 
GTP j8,y-imidoguanosina 5’-trifosfato (Gpp(NH)p), mostrado 
abaixo, nao pode ser hidrolisado entre os fosfatos jS e y. 


O 



(Gpp(NH)p) 

(j8,y-imidoguanosina 5'-trifosfato) 

Prediga o efeito sobre a resposta celular ao estimulo 
-adrenergico da microinjegao de Gpp[NH]p em um miocito. 


(b) Assuma que a membrana do musculo adutor e perme- 
avel a apenas um dos ions listados acima. Qual ion poderia de- 
terminar o 7^? 

16. O potencial de membrana em ovulos de sapo. A 

fertilizagao de um oocito de sapo por um espermatozoide pro- 
voca variagoes ionicas similares aquelas observadas em neu¬ 
ronics (durante o deslocamento do potencial de agao) e inicia 
os eventos que resultam em divisao celular e desenvolvimento 
embrionario. Os oocitos podem ser estimulados a dividirem-se 
sem a ocorrencia da fertilizagao, ao serem colocados em uma 
solugao de 80 mM KCl (a agua de uma lagoa normalmente con- 
tem 9 mM KCl). 

(a) Calcule em quanto a alteragao na [KCl] extracelular va- 
ria o potencial de membrana do oocito. (Dica: assuma que o 
oocito contem 120 mM K^ e e permeavel somente a K^.) Assu¬ 
ma uma temperatura de 20°C. 

(b) Quando esse experimento e repetido em agua livre de 
Ca^^, o aumento na [KCl] nao tern efeito algum. 0 que isso su- 
gere a respeito do mecanismo do efeito do KCl? 

17. A excitagao provocada pela hiperpolarizagao. Na 

maioria dos neuronics, a despolarizagdo da membrana leva 
a abertura de canals ionicos dependentes de voltagem, a ge- 
ragao de um potencial de agao e, finalmente, ao influxo de 
Ca^^, que causa a liberagao do neurotransmissor na extre- 
midade terminal do axonio. Formule uma estrategia celular 
pela qual a hiperpolarizagao nos bastonetes poderia pro- 
duzir a excitagao da rota de transdugao da visao e a passa- 
gem do sinal visual ao cerebro. (Dica: a rota de sinalizagao 
neuronal em organismos mais evoluidos compreende uma 
serie de neuronics que transmite a informagao ao cerebro 
[ver Figura 12-36]. 0 sinal liberado por um neuronic para o 
j8- neuronic seguinte, pds-sinaptico, pode ser tanto excitatorio 
quanto inibitdrio.) 
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18. “Canalopatias” geneticas. Existem muitos dis- 
turbios geneticos que resultam de defeitos em canais io- 
nicos. Explique, para cada um dos seguintes, como o defeito 
molecular pode levar aos sintomas descritos. 

(a) Uma mutagao de perda de fungao no gene que codifica a 
subunidade a do canal de cations controlado por cGMP dos co¬ 
nes da retina leva a completa incapacidade de distinguir cores. 

(b) Alelos de perda de fungao do gene que codifica a 
subunidade a do canal de controlado por ATP mostrado na 
Figura 23-28 levam a uma condigao conhecida como hiperin- 
sulinemia congenita - a persistencia de altos niveis de insulina 
no sangue. 

(c) As mutagoes que afetam a subunidade j8 do canal de 

controlado por ATP e impedem a ligagao do ATP levam ao 

diabetes neonatal - a persistencia de baixos niveis de insulina 
no sangue em bebes recem-nascidos. 


^ 1 19. A dessensibilizagao da visao. A doenga de Ogu- 
. ^ chi e uma forma hereditMa de cegueira noturna. Os indi- 
viduos afetados recuperam lentamente a visao apos um clarao 
de luz brilhante contra um fundo escuro como os farois de um 
carro em uma autoestrada. Sugira qual(is) defeito(s) 
molecular(es) pode(m) estar envolvido(s) na doenga de Ogu- 
chi. Explique em termos moleculares como esse defeito seria 
responsavel pela cegueira noturna. 


20. Efeito de um analogo de cGMP permeante em basto- 
netes. Um analogo do cGMP, 8-Br-cGMP, permeante as mem- 
branas celulares, e degradado lentamente pela atividade da PDE 
de um bastonete, sendo tao eficaz quanto o cGMP para a abertu- 
ra do canal ionico do segmento externo da celula. Se voce prepa- 
rar uma suspensao de bastonetes em um tampao contendo uma 
[8-Br-cGMP] relativamente alta, e entao iluminar as celulas en- 
quanto mede o potencial de membrana, o que voce observaria? 


21. As sensagoes de quente e frio no paladar. As sensa- 
goes de quente e frio sao transduzidas por um grupo de canais 
ionicos controlados pela temperatura. Por exemplo, TRPVl, 
TRPV3 e TRPM8 estao normalmente fechados, mas se abrem 
sob as seguintes condigoes: TRPVl em > 43°C; TRPV3 em > 
33°C e TRPM8 em < 25°C. Esses canais sao expressos em neu- 
ronios sensoriais conhecidos por serem responsaveis pela sen- 
sagao da temperatura. 

(a) Proponha um modelo razoavel para explicar como a ex- 
posigao de um neuronio sensorial contendo TRPVl a uma alta 
temperatura leva a uma sensagao de calor. 

(b) A capsaicina, um dos ingredientes ativos das prmentas 
“quentes”, e um agonista de TRPVl. A capsaicina apresenta 
50% de ativagao da resposta do TRPVl em uma concentragao 
(ou seja, tern um ECgo) de 32 um. Explique por que poucas go- 
tas de um molho apimentado podem dar a sensagao de muito 
“quente”, sem, de fato, quelmar voce. 

(c) 0 mentol, um dos ingredientes ativos da hortela, e um 
agonista do TRPM8 (EC^q = 30 ijlm) e do TRPV3 (EC^q = 20 
mM). Que sensagao voce esperaria do contato com baixos ni- 
veis de mentol? E com altos niveis? 


1 22. Oncogenes, genes snpressores tnmorais e tn- 
. ^ mores. Apresente, para as seguintes situagoes, uma ex- 
plicagao plausivel de como elas poderiam levar a divisao celular 
irrestrita. 

(a) As celulas do cancer de colo frequentemente contem 
mutagoes no gene que codifica o receptor de prostaglandina 
E 2 . A PGE 2 e um fator de crescimento requerido para a divisao 
das celulas do trato gastrintestinal. 


(b) 0 sarcoma de Kaposi, tumor comum em pessoas com 
Aids nao tratada, e causado por um virus portador de um gene 
para uma proteina semelhante aos receptores de quimiocinas 
CXCRl e CXCR2. As quimiocinas sao fatores de crescimento 
celula-especificos. 

(c) Adenovirus, um virus tumoral, porta um gene para a 
proteina El A, que se liga a proteina do retinoblastoma, pRb. 
(Dica: ver Figura 12-49.) 

(d) Uma importante caracteristica de muitos oncogenes e 
genes snpressores tumorais e sua especificidade ao tipo celu¬ 
lar. Por exemplo, mutagoes no receptor de PGE 2 nao sao en- 
contradas em tumores de pulmao. Explique essa observagao. 
(Lembre que a PGE 2 age por meio de um GPCR da membrana 
plasmatica.) 

23. Mntagoes em genes snpressores tnmorais e onco¬ 
genes. Explique por que mutagoes em genes snpressores tu¬ 
morais sao recessivas (ambas as copias do gene devem estar 
defeituosas para que a regulagao da divisao celular seja defei- 
tuosa) enquanto mutagoes em oncogenes sao dominantes. 

1 24. Retinoblastoma em criangas. Explique por que 
. ^ algumas criangas com retinoblastoma desenvolvem mul- 
tiplos tumores da retina em ambos os olhos, enquanto outras 
apresentam um unico tumor em um unico olho. 

25. A especificidade de nm sinal para nm unico tipo 
celular. Discuta a validade do seguinte argumento. Uma mo- 
lecula sinalizadora (hormonio, fator de crescimento, ou neuro- 
transmissor) induz respostas identicas em diferentes tipos de 
celulas-alvo se elas contiverem receptores identicos. 


Problema de analise de dados 

26. Explorando a sensagao do paladar em camundon- 
gos. A Figura 12-42 mostra a rota de transdugao de sinal 
para o sabor doce em mamiferos. Sabores agradaveis sao uma 
adaptagao evolutiva para encorajar os animals a consumirem 
alimentos nutritivos. Zhao e coautores (2003) examinaram as 
duas principals sensagoes prazerosas do paladar: doce e uma- 
mi. 0 umami, “distinto sabor salgado” induzido por aminoaci- 
dos (em especial, aspartato e glutamato) provavelmente esti- 
mula os animals a consumirem alimentos ricos em proteina. 0 
glutamato monossodico (MSG, de monosodium glutamate') e 
um realgador de sabor que explora essa sensibilidade. 

Na epoca em que o artigo foi publicado, receptores protei- 
cos especificos de sabor (marcados como SR na Figura 12-42) 
para doce e umami haviam sido parcialmente caracterizados. 
Tres dessas proteinas eram conhecidas - TlRl, T1R2 e T1R3 
- as quais atuavam como complexos receptores heterodimeri- 
cos. T1R1-T1R3 foi preliminarmente identificado como o re¬ 
ceptor para umami, e T1R2-T1R3 como o receptor para doce. 
Nao estava claro como a sensagao do paladar era codificada e 
enviada ao cerebro, e dois possiveis modelos haviam sido suge- 
ridos. No modelo com base nas celulas, cada uma das celulas 
sensoriais de sabor expressa apenas um tipo de receptor; isto 
e, existem “celulas doces”, “celulas amargas”, “celulas umami”, 
e assim por diante, e cada tipo celular envia sua informagao ao 
cerebro via um nervo diferente. 0 cerebro “sabe” qual sabor 
e detectado pela identidade da fibra nervosa que transmite a 
mensagem. No modelo com base no receptor, cada celula sen¬ 
sorial de sabor expressa diferentes tipos de receptores e envia 
diferentes mensagens ao longo da mesma fibra nervosa ao ce¬ 
rebro, e a mensagem e dependente de qual receptor e ativado. 
Tambem nao estava claro naquela epoca se havia alguma inte- 
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ragao entre as diferentes sensagoes do paladar, ou se partes 
de um sistema sensorial do paladar eram necessarias para as 
outras sensagoes do paladar. 

(a) Trabalhos anteriores haviam mostrado que diferentes 
receptores proteicos de sabor sao expresses em conjuntos nao 
sobrepostos de celulas receptoras de sabor. Que modelo estes 
trabalhos apoiam? Explique sen raciocinio. 

Zhao e colegas construiram um grupo de “camundongos 
nocaute” - camundongos homozigotos para os alelos de per- 
da de fungao para um dos tres receptores proteicos, TlRl, 
T1R2 ou T1R3 - e camundongos duplo-nocaute com T1R2 e 
T1R3 nao funcionais. Os pesquisadores mediram a percepgao 
do sabor nesses camundongos per meio da medida da “taxa 
de consume” de solugoes contendo moleculas de sabores di¬ 
ferentes. Os camundongos lambem o bico de uma mamadeira 
com solugao de sabor agradavel mais frequentemente do que o 
de uma com solugao de sabor desagradavel. Os pesquisadores 
mediram taxas de consume relativas: quao frequentemente os 
camundongos lamberam uma solugao de amostra em compara- 
gao com a agua. Uma taxa de lambida relativa igual a 1 indica 
sem preferencia; < 1, uma aversao; >1, uma preferencia. 

(b) Todas as quatro linhagens de camundongos nocaute 
apresentaram as mesmas respostas que os camundongos do 
tipo selvagem aos sabores salgado e amargo. Quais das ques- 
toes acima foram analisadas neste experimento? 0 que voce 
conclui a partir desses resultados? 

Os pesquisadores, entao, estudaram a recepgao do sabor 
umami pela medida das taxas de consume de diferentes quan- 
tidades de MSG na solugao de alimentagao entre as diferentes 
linhagens de camundongo. Observe que as solugoes tambem 
continham monofosfato de inosina (IMP), um potente intensi- 
ficador da recepgao do sabor umami (e um ingrediente comum 
do macarrao instantaneo tipo lameu, juntameute com o MSG), 
e amelorida, que suprime o sabor salgado agradavel conferido 
pelo sodio do MSG. Os resultados estao mostrados no grafico. 



MSG + IMP + amelorida (mivi) 


(c) Esses resultados sao consistentes com o receptor do 
sabor umami compreendendo um heterodimero de TlRl e 
T1R3? Por que? 


(d) Que modelo da codificagao dos sabores esses resulta¬ 
dos apoiam? Explique seu raciocinio. 

Zhao e colegas, entao, conduziram uma serie de experi- 
mentos similares utilizando a sacarose como sabor doce. Os 
resultados sao mostrados abaixo. 



(e) Esses dados sao consistentes com o receptor do sabor 
doce compreendendo um heterodimero de T1R2 e T1R3? Por 
que? 

(f) Houve algumas respostas inesperadas em concentra- 
goes de glicose muito altas. Como essas respostas dificultam 
a ideia de um sistema heterodimerico como o apresentado an- 
teriormente? 

Alem dos agucares, os humanos tambem sentem outros 
compostos (p. ex., os peptideos monelina e aspartame) como 
doces; camundongos nao sentem estes peptideos como do- 
ces. Zhao e colegas inseriram no genoma do camundongo 
nocaute para T1R2 uma copia do gene de T1R2 humano sob 
o controle do promotor do T1R2 do camundongo. Esses ca¬ 
mundongos modificados agora sentiam monelina e sacarina 
como doces. Os pesquisadores foram alem, inserindo nos ca¬ 
mundongos nocaute para TlRl a proteina RASSL - receptor 
ligado a proteina G para o opioide sintetico espiradolina; o 
gene da RASSL estava sob o controle de um promotor que 
poderia ser induzido pela administragao de tetraciclina aos 
camundongos. Esses camundongos nao tinham preferencia 
por espiradolina na ausencia de tetraciclina; na presenga de 
tetraciclina, mostravam uma forte preferencia por concentra- 
goes nanomolares de espiradolina. 

(g) Como esses resultados fortalecem as conclusoes de 
Zhao e colegas sobre o mecanismo da sensagao do paladar? 
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0 metabolismo e uma atividade celular altamente coor- 
denada, em que muitos sistemas multienzimaticos 
(vias metabolicas) cooperam para (1) obter energia 
qmmica capturando energia solar on degradando nutrien- 
tes energeticamente ricos obtidos do meio ambiente; (2) 
converter as moleculas dos nutrientes em moleculas com 
caracteristicas proprias de cada celula, incluindo precur- 
sores de macromoleculas; (3) polimerizar precursores 
monomericos em macromoleculas (protemas, acidos nu- 
cleicos e polissacarideos); e (4) sintetizar e degradar as 
biomoleculas necessarias para as fungoes celulares espe- 
cializadas, como lipideos de membrana, mensageiros intra- 
celulares e pigmentos. 

Embora o metabolismo englobe centenas de diferentes 
reagoes catalisadas por enzimas, o grande objetivo da Par¬ 
te II e o estudo das principals vias metabolicas, poucas em 
numero e notavelmente semelhantes em todas as formas 
de vida. Os organismos vivos podem ser divididos em dois 
grandes grupos de acordo com a forma qmmica pela qual 
obtem carbono do meio ambiente. Os autotroficos (como 
bacterias fotossinteticas, algas verdes e plantas vasculares) 
podem usar o dioxide de carbono da atmosfera como sua 


unica fonte de carbono, a partir do qual formam todas as 
suas biomoleculas constituidas de carbono (ver Figura 1-5). 
Alguns organismos autotroficos, como as cianobacterias, 
tambem podem utilizar nitrogenio atmosferico para gerar 
todos os seus componentes nitrogenados. Os heterotrofi- 
cos nao conseguem utilizar o dioxide de carbono atmosfe¬ 
rico e devem obter carbono a partir do ambiente na forma 
de moleculas organicas relativamente complexas, como a 
glicose. Os animals multicelulares e a maioria dos micror- 
ganismos sao heterotroficos. As celulas e os organismos au¬ 
totroficos sao relativamente autossuficientes, enquanto as 
celulas e os organismos heterotroficos, por necessitarem de 
carbono em formas mais complexas, dependem de produ- 
tos de outros organismos. 

Muitos organismos autotroficos sao fotossinteticos e 
obtem sua energia da luz solar, enquanto organismos hete¬ 
rotroficos obtem sua energia a partir da degradagao de nu¬ 
trientes organicos produzidos por autotroficos. Em nossa 
biosfera, os autotroficos e heterotroficos vivem juntos em 
um ciclo vasto e interdependente em que os organismos 
autotroficos usam o dioxido de carbono atmosferico para 
construir suas biomoleculas organicas, alguns deles geran- 
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do oxigenio a partir da agua durante o processo. Os orga- 
nismos heterotroficos, por sua vez, utilizam os produtos 
organicos dos autotroficos como nutrientes e devolvem 
dioxido de carbono para a atmosfera. Algumas das reagoes 
de oxidagao que produzem dioxido de carbono tambem 
consomem oxigenio, convertendo-o em agua. Assim, car¬ 
bono, oxigenio e agua sao constantemente reciclados en- 
tre os mundos heterotrofico e autotrofico, com a energia 
solar como a forga que impulsiona esse processo global 
(Figura 1). 

Todos os organismos vivos tambem exigem uma fonte 
de nitrogenio, necessaria para a sintese de aminoacidos, 
nucleotideos e outros componentes. As bacterias e as plan- 
tas, geralmente, podem usar amonia ou nitrate como unica 
fonte de nitrogenio, mas os vertebrados devem obter nitro¬ 
genio na forma de aminoacidos ou de outros compostos or¬ 
ganicos. Somente alguns organismos - as cianobacterias e 
muitas especies de bacterias do solo, que vivem simbiotica- 
mente sobre as raizes de algumas plantas - sao capazes de 
converter (“fixar”) nitrogenio atmosferico (Ng) em amonia. 
Outras bacterias (as bacterias nitrificantes) oxidam amonia 
em nitrites e nitrates; e outras, ainda, convertem nitrate a 
Ng. As bacterias anamox convertem amonia e nitrite em Ng. 
Portanto, alem dos ciclos globais de carbono e oxigenio, um 
ciclo de nitrogenio opera na biosfera, movimentando enor- 
mes quantidades de nitrogenio (Figura 2). A reciclagem 
de carbono, oxigenio e nitrogenio que, em ultima analise, 
envolve todas as especies, depende do equilibrio adequado 
entre as atividades dos produtores (autotroficos) e consu- 
midores (heterotroficos) em nossa biosfera. 

Esses ciclos de materia sao impulsionados por um enor- 
me fluxo de energia na biosfera, iniciando com a captura da 
energia solar pelos organismos fotossinteticos e a utilizagao 
dessa energia para gerar carboidratos ricos em energia e 
outros nutrientes organicos; esses nutrientes sao, entao, 
usados como fontes de energia por organismos heterotrofi- 



FIGURA1 Ciclo do dioxido de carbono e do oxigenio entre o domi- 
nio autotrofico (fotossintetico) e o heterotrofico na biosfera. 0 fluxo 
de massa por esse ciclo e enorme; 4 X 10^^ toneladas de carbono sao recicla- 
das anualmente na biosfera. 



FIGURA 2 Ciclo do nitrogenio na biosfera. 0 nitrogenio (N 2 ) gasoso 
compreende mais de 80% da atmosfera da Terra. 


cos. Nos processos metabolicos, e em todas as transforma- 
goes energeticas, existe uma perda de energia util (energia 
livre) e um aumento inevitavel na quantidade de energia 
nao utilizavel (calor e entropia). Ao contrario da reciclagem 
de materia, portanto, a energia flui em uma diregao atraves 
da biosfera; os organismos nao conseguem reciclar energia 
util a partir da energia dissipada na forma de calor e en¬ 
tropia. Carbono, oxigenio e nitrogenio sao reciclados conti- 
nuamente, mas energia e constantemente transformada em 
formas nao utilizaveis, como o calor. 

0 metabolismo, a soma de todas as transformagoes 
quimicas que ocorrem em uma celula ou em um organismo, 
ocorre por meio de uma serie de reagoes catalisadas por 
enzimas que constituem as vias metabolicas. Cada uma 
das etapas consecutivas em uma via metabolica produz uma 
pequena alteragao quimica especifica, em geral a remogao, 
a transferencia ou a adigao de um atomo particular ou um 
grupo funcional. 0 precursor e convertido em um produ- 
to por meio de uma serie de intermediaries metabolicos 
chamados de metabolites. 0 termo metabolismo inter- 
mediario frequentemente e aplicado as atividades combi- 
nadas de todas as vias metabolicas que interconvertem pre- 
cursores, metabolitos e produtos de baixo peso molecular 
(em geral, < 1.000). 

0 catabolismo e a fase de degradagao do metabolis¬ 
mo, na qual moleculas nutrientes organicas (carboidratos, 
gorduras e protemas) sao convertidas em produtos finals 
menores e mais simples (como acido lactico, COg e NHg). 
As vias catabolicas liberam energia, e parte dessa energia 
e conservada na forma de ATP e de transportadores de 
eletrons reduzidos (NADH, NADPH e FADHg); o restante 
e perdido como calor. No anabolismo, tambem chamado 
de biossmtese, precursores pequenos e simples formam 
moleculas maiores e mais complexas, incluindo lipideos, 
polissacarideos, protemas e acidos nucleicos. As reagoes 
anabolicas necessitam de fornecimento de energia, geral¬ 
mente na forma de potencial de transferencia do grupo 
fosforil do ATP e do poder redutor de NADH, NADPH e 
FADHg (Figura 3). 
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Algumas vias metabolicas sao lineares e algumas sao ra- 
mificadas, gerando multiplos produtos finals uteis a partir 
de um unico precursor on convert endo varies pre curs ores 
em um unico produto. Em geral, as vias catabolicas sao 
convergentes e as vias anabolicas sao divergentes (Figura 
4). Algumas vias sao ciclicas: um composto inicial da via e 
regenerado em uma serie de reagoes que converte outro 
componente inicial em um produto. Serao analisados exem- 
plos de cada tipo de via nos capitulos a seguir. 

A maioria das celulas tern as enzimas para realizar tanto 
a degradagao quanto a sintese das categorias importantes 
de biomoleculas - acidos graxos, por exemplo. No entanto, 
a sintese e a degradagao simultaneas de acidos graxos se- 
riam inuteis, e isso e evitado pela regulagao reciproca das 
sequencias de reagoes anabolicas e catabolicas: quando 
uma sequencia esta ativa, a outra esta suprimida. Tal regu¬ 
lagao nao poderia ocorrer se as vias anabolicas e cataboli¬ 
cas fossem catalisadas por exatamente o mesmo grupo de 
enzimas, operando em um sentido para o anabolismo, e no 
sentido oposto para o catabolismo: a inibigao de uma enzi- 
ma envolvida no catabolismo tambem inibiria a sequencia 
de reagoes no sentido do anabolismo. As vias catabolicas 
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FIGURA 3 A rela^ao energetica entre as vias catabolicas e anaboli¬ 
cas. As vias catabolicas liberam energia quimica na forma de ATP, NADH, 
NADPH e FADH,. Esses transportadores de energia sao usados em vias ana¬ 
bolicas para converter precursores pequenos em macromoleculas celulares. 


e anabolicas que conectam os mesmos produtos finais (p. 
ex., glicose ^ ^ piruvato, e piruvato ^ ^ glicose) podem 
empregar muitas das mesmas enzimas, mas invariavelmen- 
te pelo menos uma das etapas e catalisada por enzimas di- 
ferentes nos sentidos catabolico e anabolico, e essas enzi¬ 
mas constituem pontos de regulagao independentes. Alem 
disso, a fim de que as vias anabolicas e catabolicas sejam 
essencialmente irreversiveis, pelo menos uma das reagoes 
especificas de cada sentido deve ser termodinamicamente 
muito favoravel - em outras palavras, uma reagao cuja rea- 
gao inversa e muito desfavoravel. Como contribuigao adi- 
cional a regulagao independente das sequencias de reagoes 
anabolicas e catabolicas, elas geralmente ocorrem em com- 
partimentos celulares distintos: por exemplo, o catabolismo 
de acidos graxos na mitocondria, e a sintese dos acidos gra¬ 
xos no citosol. As concentragoes de intermediaries, enzi¬ 
mas e reguladores podem ser mantidas em diferentes niveis 
nesses compartimentos distintos. Como as vias metabolicas 
sao cineticamente controladas pela concentragao do subs¬ 
trate, conjuntos separados de intermediaries anabolicos e 
catabolicos tambem contribuem para o controle das taxas 
metabolicas. Esses recursos que separam os processes ana¬ 
bolicos e catabolicos serao de interesse particular em nossa 
discussao sobre o metabolismo. 

As vias metabolicas sao reguladas em varies niveis, den- 
tro e fora das celulas. A regulagao mais imediata e a dispo- 
nibilidade de substrate; quando a concentragao intracelu- 
lar do substrate de uma enzima esta proxima on abaixo do 

(como e o case, comumente), a velocidade de reagao 
depende muito da concentragao do substrate (ver Figura 
6-11). Um segundo tipo de controle rapido dentro da celula 
e a regulagao alosterica (p. 226) por um intermediario me- 
tabolico on por uma coenzima - um aminoacido on ATP, por 
exemplo - que sinaliza o estado metabolico no interior da 
celula. Quando a celula contem uma quantidade de asparta¬ 
te, por exemplo, suficiente para suas necessidades imedia- 
tas, on quando os niveis celulares de ATP indicam nao ser 
necessario o consume adicional de combustivel no memen¬ 
to, esse sinais inibem alostericamente a atividade de uma 
on mais enzimas nas vias pertinentes. Em organismos mul- 
ticelulares, as atividades metabolicas de tecidos diferentes 
sao reguladas e integradas por fatores de crescimento e 
hormonios que atuam de fora da celula. Em alguns casos, 
essa regulagao ocorre quase que instantaneamente (algu¬ 
mas vezes em menos de um milissegundo) por alteragoes 
nos niveis dos mensageiros intracelulares que, por sua vez, 
modificam a atividade de enzimas intracelulares por meca- 
nismos alostericos on por modificagoes covalentes, como a 
fosforilagao. Em outros casos, o sinal extracelular modifica 
a concentragao celular de uma enzima alterando a velocida¬ 
de de sua sintese on degradagao, de tal forma que o efeito e 
visto apenas em minutes on boras. 

A Parte II inicia com uma discussao sobre os principios 
energeticos basicos que governam todo o metabolismo (Ca- 
pitulo 13). Em seguida, aborda as principais vias metaboli¬ 
cas pelas quais as celulas obtem energia a partir da oxida- 
gao de varies combustiveis (Capitulos 14 a 19). 0 Capitulo 
19 e o ponto principal da discussao sobre o metabolismo; 
ele trata do acoplamento de energia quimiosmotica, meca- 
nismo universal em que um potencial eletroquimico trans- 
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FIGURA 4 Tres tipos de vias metaboMcas nao linea- 
res. (a) Convergente, catabolica, (b) divergente, anabolica, e 
(c) ciclica. Em (c), urn dos compostos de partida (no caso, o 
oxaloacetato) e regenerado e reingressa na via. 0 acetato, urn 
intermediario metabolico chave, e o produto da degradagao 
de uma variedade de combustiveis (a), serve de precursor de 
urn grande numero de produtos (b) e e consumido na via ca¬ 
tabolica conhecida como o cicio do acido citrico (c). 


membrana, produzido tanto por oxidagao de substrates 
como por absorgao de luz, promove a sintese de ATP. 

Os Capitulos 20 a 22 descrevem as principais vias ana- 
bolicas pelas quais as celulas utilizam a energia do ATP para 
produzir carboidratos, lipideos, aminoacidos e nucleotideos 
a partir de precursores mais simples. 0 Capitulo 23 volta a 
abordar o estudo das vias metabolicas - como elas ocorrem 
em todos os organismos, de Escherichia coli a humanos 
- e considera como elas sao reguladas e integradas por me- 
canismos hormonais nos mamiferos. 

No memento em que o foco de estudo sera o metabo- 
lismo intermediario, uma observagao final. Nao esquega de 
que uma grande quantidade das reagoes descritas nestas 


paginas ocorre e tern fungoes fundamentals em organis¬ 
mos vivos. A cada reagao e a cada via que voce encontrar, 
questione: o que essa transformagao quimica faz pelo or- 
ganismo? Como essa via se conecta com as outras vias que 
operam simultaneamente na mesma celula para produzir a 
energia e os produtos necessaries para a manutengao e o 
crescimento da celula? Como os diferentes niveis dos me- 
canismos de regulagao cooperam para o balango metabolico 
e o fornecimento e consume de energia, alcangando o es- 
tado de equilibrio dinamico da vida? Estudando com essa 
perspectiva, o metabolismo proporciona dados fascinantes 
e reveladores sobre a vida, com aplicagoes incontaveis na 
medicina, agricultura e biotecnologia. 
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A s celulas e os organismos vivos devem realizar traba- 
Iho para permanecer vivos, crescer e se reproduzir. A 
capacidade de controlar a energia e direciona-la para o 
trabalho biologico e uma propriedade fundamental de todos 
os organismos vivos; essa capacidade deve ter sido adquiri- 
da muito cedo no curso da evolugao celular. Os organismos 
modernos realizam uma notavel variedade de transdugoes 
da energia, conversoes de uma forma de energia em outra. 
Usam a energia quimica dos combustiveis para sintetizar 
macromoleculas complexas, altamente organizadas, a par- 
tir de precursores simples. Tambem convertem a energia 
quimica dos combustiveis em gradientes de concentragao e 
em gradientes eletricos, em movimento e calor e, em alguns 
organismos como o vaga-lume e peixes do fundo do mar, em 
luz. Os organismos fotossinteticos transformam a energia 
luminosa em todas essas outras formas de energia. 

Os mecanismos quimicos envolvidos nas transdugoes 
biologicas de energia tern fascinado e desafiado biologos por 

seculos a fio. 0 quimico francos 
Antoine Lavoisier reconheceu 
que de alguma forma os animals 
transformam os combustiveis 
quimicos (alimentos) em calor e 
que esse processo de respiragao 
e essencial para a vida. Ele ob- 
servou que 

...em geral, a respiragao e nada 
mais que a combustao lenta de 
carbono e hidrogenio, seme- 
Ihante a que ocorre em uma 
lampada ou vela acesa e, desse 


ponto de vista, animals que respiram sao corpos com¬ 
bustiveis que queimam e consomem a si proprios... Al- 
guem poderia dizer que essa analogia entre combustao 
e respiragao nao passou despercebida pelos poetas, ou 
ainda pelos filosofos da antiguidade, ja tendo sido re- 
latada e interpretada por eles. Esse fogo roubado dos 
ceus, essa tocha de Prometeu, nao representa apenas 
uma ideia engenhosa e poetica, ela e um retrato fiel das 
operagoes da natureza, pelo menos para os animals que 
respiram; portanto, alguns podem dizer, com os antigos, 
que a tocha da vida ilumina a si mesma no momento em 
que a crianga respira pela primeira vez, e ela so se extin- 
gue na morte.^ 

A partir do seculo XX, aumentou a compreensao sobre 
a quimica relacionada a “tocha da vida”. As transdugoes 
biologicas de energia obedecem as mesmas leis quimicas e 
fisicas que governam todos os outros processos naturals. 
Portanto, e fundamental para um estudante de bioquimica 
entender essas leis e como elas se aplicam no fluxo de ener¬ 
gia na biosfera. 

Este capitulo comega revisando as leis da termodinami- 
ca e a relagao quantitativa entre energia livre, entalpia e 
entropia. Em seguida, revisa os tipos comuns de reagoes 
bioquimicas que ocorrem em celulas vivas, reagoes que 
controlam, armazenam, transferem e liberam a energia ad- 
quirida pelos organismos do seu meio ambiente. Focaliza, 
entao, as reagoes com fungoes especiais nas trocas biolo¬ 
gicas de energia, particularmente aquelas envolvendo ATP. 
Finalmente, considera a importancia das reagoes de oxida- 
gao-redugao em celulas vivas, as variagoes energeticas nas 
transferences biologicas de eletrons, e os transportadores 
de eletrons comumente utilizados como cofatores nestes 
processos. 


Memorial redigido por Armand Seguir e Antoine Lavoisier, 1789, citado em 
Lavoisier, A. (1862) Oeuvres de Lavoisier. Imprimerie Imperiale, Paris. 



Antoine Lavoisier, 1743-1794 
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13.1 Bioenergeticaetermodinamica 

Bioenergetica e o estudo quantitativo das transdu^oes 
energeticas que ocorrem em celulas vivas - mudanga de 
uma forma de energia a outra - bem como da natureza e da 
fungao dos processes qmmicos envoMdos nessas transdu- 
goes. Embora muitos dos principios da termodinamica te- 
nham side introduzidos em capitulos anteriores, podendo, 
assim, ja serem familiares a voce, uma revisao dos aspectos 
quantitativos desses principios sera util. 

As transforma^es biologicas de energia obedecem as 
leisda termodinamica 

Muitas observagoes quantitativas feitas por fisicos e quimi- 
cos sobre a interconversao de diferentes formas de energia 
levaram, no seculo XIX, a formulagao das duas leis funda- 
mentais da termodinamica. A primeira lei e o principio da 
conservagao da energia: para qualquer mudanga fisica 
ou quimica, a quantidade total de energia no universo 
permanece constante; a energia pode mudar de forma 
ou pode ser transportada de uma regido para outra, 
mas ndo pode ser criada ou destruida. A segunda lei da 
termodinamica, que pode ser enunciada de diferentes for¬ 
mas, diz que o universo sempre tende para o aumento da 
desordem: em todos os processos naturais, a entropia do 
universo aumenta. 



Organismos vivos sao formados por uma colegao de 
moleculas, cujo grau de organizagao e muito maior que o 
dos componentes do seu meio ambiente a partir dos quais 
eles sao formados, e os organismos produzem e mantem 
a organizagao, aparentemente imunes a segunda lei da 
termodinamica. No entanto, os organismos nao violam a 
segunda lei; eles operam em rigorosa concordancia com 
ela. Para discutir as aplicagoes da segunda lei aos sistemas 
biologicos, deve-se primeiro definir esses sistemas e o seu 
meio ambiente. 


0 sistema reagente e a colegao de componentes que es- 
tao sendo submetidos a um determinado processo quimico 
ou fisico; pode ser um organismo, uma celula, ou dois com- 
postos reagentes. Juntos, o sistema reagente e o seu meio 
ambiente constituem o universo. No laboratorio, alguns 
processos fisicos e quimicos podem ser realizados isolados 
ou em sistemas fechados, nos quais nao existe troca de ma¬ 
terial ou energia com o meio. No entanto, celulas vivas e 
organismos sao sistemas abertos, trocando tanto materia 
quanto energia com o seu meio ambiente; os sistemas biolo¬ 
gicos jamais atingem o equilibrio com o seu meio ambiente, 
e a constante interagao entre o sistema e o meio explica 
como os organismos podem se auto-organizar enquanto 
operam de acordo com a segunda lei da termodinamica. 

No Capitulo 1 (p. 23) foram definidos tres parametros 
termodinamicos que descrevem as trocas de energia que 
ocorrem em reagoes quimicas: 

Energia livre de Gibbs, G, expressa a quantidade de 
energia capaz de realizar trabalho durante uma reagao a 
temperatura e pressao constantes. Quando uma reagao 
ocorre com a liberagao de energia livre (ou seja, quan¬ 
do o sistema se transforma de modo a possuir menos 
energia livre), a variagao da energia livre, AG, possui um 
valor negativo e a reagao e chamada de exergonica. Nas 
reagoes endergonicas, o sistema adquire energia livre e 
o AG e positive. 

Entalpia, H, e o conteudo de calor do sistema rea¬ 
gente. Ela reflete o numero e o tipo de ligagoes quimicas 
nos reagentes e produtos. Quando uma reagao quimica 
libera calor, ela e denominada exotermica; o conteudo 
de calor dos produtos e menor do que o dos reagentes, e 
A// possui, por convengao, um valor negativo. Os siste¬ 
mas reagentes que captam calor do meio sao endotermi- 
cos e possuem valores positives de A//. 

Entropia, S, e uma expressao quantitativa da alea- 
toriedade ou desordem de um sistema (ver Quadro 1-3). 
Quando os produtos de uma reagao sao menos comple¬ 
xes e mais desordenados do que os reagentes, a reagao 
ocorre com ganho de entropia. 

As unidades de AG e Mi sao joules/mol ou calorias/mol 
(lembre que 1 cal = 4,184 J); a unidade de entropia e jou¬ 
les/mol • Kelvin (J/mol • K) (Tabela 13-1). 

Sob as condigoes existentes nos sistemas biologicos (in- 
cluindo temperatura e pressao constantes), as variagoes de 
energia livre, entalpia e entropia estao quantitativamente 
relacionadas pela equagao 

AG = Mi - T\S (13-1) 

em que AG e a variagao da energia livre de Gibbs do siste¬ 
ma reagente. Mi e a variagao da entalpia do sistema, T e 
a temperatura absoluta, e AG e a variagao na entropia do 
sistema. Por convengao, AG possui sinal positivo quando a 
entropia aumenta e Mi, como mencionado anteriormente, 
possui sinal negativo quando o sistema libera calor para o 
meio. Qualquer uma dessas condigoes, tipicas de processos 
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TABELA13-1 


Algumas constantes fisicas e unidades utilizadas na 
termodinamica 


Constante de Boltzmann, k = 1,381 X 10”^^ J/K 
Numero de Avogadro, = 6,022 X 10^^ mol"^ 
Constante de Faraday, 3 = 96.480 JA^ • mol 
Constante dos gases, i? = 8,315 J/mol • K 

C= 1,987 cal/mol • K) 


A unidade de AG e Ai7 e J/mol (on cal/mol) 

A unidade de AG e J/mol • K (ou cal/mol • K) 

1 cal = 4,184 J 

A unidade de temperatura absoluta, 7", e o grau Kelvin, K 
25°C = 298 K 
A25°C,i?7^= 2,478kJ/mol 

(= 0,592 kcal/mol) 


energeticamente favoraveis, tendem a tornar negative o va¬ 
lor de AG. De fato, o valor de AG de um sistema reagente 
espontaneo e sempre negative. 

A segunda lei da termodinamica afirma que a entropia 
do universo aumenta durante todos os processes qmmicos 
e fisicos, embora o aumento da entropia nao ocorra necessa- 
riamente no proprio sistema reagente. A organizagao pro- 
duzida dentro das celulas, a medida que elas crescem e se 
dividem, e mais do que compensada pela desordem gerada 
no meio no curso do crescimento e da divisao (ver Quadro 
1-3, case 2). Em resume, os organismos vivos preservam sua 
organizagao interna por captarem a energia livre do meio 
na forma de nutrientes ou luz solar, e devolverem a ele uma 
quantidade de energia igual, na forma de calor e entropia. 

As celulas necessitam de fontes de energia livre 

As celulas sao sistemas isotermicos - elas funcionam es- 
sencialmente em temperaturas constantes (e tambem em 
pressao constante). 0 fluxo de calor nao e uma fonte de 
energia para as celulas, ja que o calor e capaz de realizar 
trabalho somente quando passa por uma regiao ou por um 
objeto com temperatura inferior. A energia que as celulas 
podem e devem utilizar e a energia livre, descrita como uma 
fungao da energia livre de Gibbs, G, que permite predizer o 
sentido das reagoes quimicas, sua posigao de equilibrio exa- 
ta, e a quantidade de trabalho que elas podem (em teoria) 
realizar em temperatura e pressao constantes. As celulas 
heterotroficas adquirem energia livre a partir das moleculas 
de nutrientes, e as celulas fotossintetizantes adquirem ener¬ 
gia livre da radiagao solar absorvida. Os dois tipos de celulas 
tranformam essa energia livre em ATP e em outros com- 
postos ricos em energia, capazes de fornecer energia para a 
realizagao de trabalho biologico em temperatura constante. 

A varia^ao da energia livre padrao esta diretamente 
relacionada a constante de equilibrio 

A composigao de um sistema reagente (uma mistura de 
reagentes e produtos qmmicos) tende a variagao contmua 


ate que o equilibrio seja atingido. Nas concentragoes de 
equilibrio dos reagentes e dos produtos, as velocidades das 
reagoes direta e inversa sao exatamente as mesmas, e nao 
ocorre variagao liquida adicional do sistema. As concentra¬ 
goes dos reagentes e dos produtos no equilibrio definem 
a constante de equilibrio, (p. 25). Na reagao geral aA + 
bB cC + dD, onde a, b,c ed sao o numero de molecu¬ 
las de A, B, C e D que participam da reagao, a constante de 
equilibrio e dada por 


^ [cnp] 

[A]‘"[B]‘’ 


onde [A], [B], [C] e [D] sao as concentragoes molares dos 
componentes da reagao no ponto de equilibrio. 

Quando o sistema reagente nao esta em equilibrio, a 
tendencia em diregao ao equilibrio representa uma forga 
motriz cuja intensidade pode ser expressa como a variagao 
de energia livre para a reagao, AG. Em condigoes-padrao 
(298 K = 25°C), quando os reagentes e os produtos estao 
presentes em concentragao igual a 1 m ou, para os gases, 
em pressao parcial de 101,3 quilopascais (kPa), ou 1 atm, a 
forga que move o sistema na diregao do equilibrio e definida 
como a variagao de energia livre padrao, AG°. Por esta de- 
finigao, o estado-padrao para as reagoes que envolvem ions 
hidrogenio e [H^] = 1 m, ou pH 0. A maior parte das reagoes 
bioquimicas, no entanto, ocorre em solugoes aquosas devi- 
damente tamponadas em valores de pH proximos a 7; tanto 
o pH como a concentragao da agua (55,5 m) sao essencial- 
mente constantes. 


CONVEN^AO-CHAVE: Para conveniencia dos calculos, os bio- 
quimicos definem o estado-padrao como diferente daquele 
utilizado por quimicos e fisicos: no estado-padrao bioquimi- 
co, [H^] e 10~^ M (pH 7) e [H 2 O] e 55,5 m. Para as reagoes 
que envolvem Mg^^ (que inclui a maioria daquelas nas quais 
o ATP e um reagente), a [Mg^^] em solugao e comumente 
considerada constante em 1 mM. ■ 


As constantes fisicas com base nesse estado-padrao bio- 
quimico sao chamadas de constantes-padrao aparentes 

e sao escritas com uma apostrofe (como AG'° e para 
distingui-las das constantes nao aparentes utilizadas pelos 
qmmicos e fisicos. (Note que a maioria dos outros livros- 
-texto usa o simbolo AG°' em vez de AG'°. 0 uso de AG'°, 
recomendado por um comite internacional de quimicos e 
bioquimicos, visa enfatizar que a energia livre aparente, 
AG', e o criterio para o equilibrio.) Por simplicidade, daqui 
por diante essas constantes aparentes serao chamadas de 
variagoes de energia livre padrao. 

C0NVEN?A0-CHAVE: Em uma outra convengao para simpli- 
ficagao utilizada pelos bioquimicos, quando HgO, H^ e/ou 
Mg^^ sao reagentes ou produtos, as suas concentragoes nao 
sao incluidas nas equagoes, como na Equagao 13-2, mas es¬ 
tao incorporadas nas constantes e AG'°. ■ 

Assim como a e uma constante fisica caracteristica 
para cada reagao, AG'° tambem e uma constante. Conforme 
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foi mencionado no Capitulo 6, existe uma relagao simples 
entre^'gq e AG'°: 

AG'° = -RTlivK'^^ (13-3) 

A variagdo de energia livre padrdo de uma reagdo qui- 
mica e simplesmente uma forma matemdtica altemati- 
va para expressar sua constante de equilihrio. A Tabela 
13-2 mostra a relagao entre AG'° e Se a constante de 
equilibrio para uma determinada reagao for igual a 1,0, a 
variagao de energia livre padrao dessa reagao e igual a zero 
(o logaritmo natural de 1,0 e zero). Se a de uma reagao 
for maior que 1,0, sen AG'° e negativo. Se for menor que 
1,0, sen AG'° e positivo. Como a relagao entre AG'° e 
e exponencial, variagoes relativamente pequenas em AG'° 
correspondem a uma grande mudanga em K'^^. 

Pode ser util pensar na variagao de energia livre de ou- 
tra forma. AG'° e a diferenga entre o conteudo de energia 
livre dos produtos e o conteudo de energia livre dos rea¬ 
gent es, em condigoes-padrao. Quando AG'° e negativo, os 
produtos contem menos energia livre do que os reagen- 
tes e a reagao ocorrera espontaneamente em condigoes- 
-padrao; todas as reagoes qmmicas tendem a seguir no 
sentido que resulta em um decrescimo na energia livre do 
sistema. Um valor positivo de AG'° significa que os produ¬ 
tos da reagao contem mais energia livre do que os reagen- 
tes, e essa reagao tendera a seguir no sentido inverso, se 
iniciarmos com concentragoes iguais a 1,0 m para todos os 
componentes (condigoes-padrao). A Tabela 13-3 resume 
esses pontos. 


TABELA 13-2 


Relagao entre as constantes de equilibrio e as variates de 
energia livre das reaves quimicas 


k:. 

AG 

fo 

(kJ/mol) 

(kcal/moip 

10 '* 

- 17,1 

- 4,1 

10 ^ 

- 11,4 

- 2,7 

10 ' 

- 5,7 

- 1,4 

1 

0,0 

0,0 

10 ^' 

5,7 

1,4 

10 ^" 

11,4 

2,7 

10 ^'' 

17,1 

4,1 

10 -" 

22,8 

5,5 

10 ^" 

28,5 

6,8 

10 ^** 

34,2 

8,2 


* Embora joules e quilojoules sejam as unidades padrao de energia e as utilizadas 
neste texto, algumas vezes os bioqmmicos e nutricionistas expressam os valores 
de AG'° em quilocalorias por mol. Consequentemente, foram inclmdos valores 
tanto em quilojoules como em quilocalorias nesta tabela e nas Tabelas 13-4 e 
13-6. Para converter quilojoules em quilocalorias, divida o mimero de quilojoules 
por 4,184. 


TABELA 13-3 


Relagao entre os valores de e A(j'° e o sentido das 
reaves quimicas 


Inidando com 1 m de todos os 


Quando e... 


componentes, a reagao... 

> 1,0 

negativo 

ocorre no sentido direto 

1,0 

zero 

esta no equilibrio 

< 1,0 

positivo 

ocorre no sentido inverso 


PROBLEMA RESOLVID013-1 Calculo de A(J'° 


Calcule a variagao de energia livre padrao da reagao catali- 
sada pela enzima fosfoglicomutase: 

Glicose-l-fosfato glicose-6-fosfato 

sendo que, inidando a reagao com 20 mM de glicose-1- 
-fosfato e ausencia de glicose-6-fosfato, o equilibrio final da 
mistura a 25°C e pH 7,0 contem 1,0 mM de glicose-l-fosfato 
e 19 mM de glicose-6-fosfato. A reagao no sentido da for- 
magao de glicose-6-fosfato ocorre com perda ou ganho de 
energia livre? 

Solu^ao: Primeiro calcula-se a constante de equilibrio: 
[glicose-6-fosfato] 19 mM 

[glicose-l-fosfato] 1,0 mM 

Agora, e possivel calcular a variagao de energia livre padrao: 
AG'° = -RT\nK'^^ 

= -(8,315 J/moUK)(298 K)(ln 19) 

= -7,3kJ/mol 

Como a variagao de energia livre padrao e negativa, a con- 
versao de glicose-l-fosfato em glicose-6-fosfato ocorre com 
perda (liberagao) de energia livre. (Para a reagao inversa, 
o AG'° contem a mesma magnitude, mas o sinal opostof 


A Tabela 13-4 fornece a variagao de energia livre padrao 
para algumas reagoes quimicas representativas. Note que a 
hidrolise de esteres simples, amidas, peptideos e glicoside- 
os, assim como os rearranjos e as eliminagoes, ocorre com 
variagoes relativamente pequenas de energia livre padrao, 
enquanto a hidrolise de anidridos acidos e acompanhada 
pelo decrescimo relativamente grande da energia livre pa¬ 
drao. A oxidagao completa de compostos organicos como a 
glicose ou o palmitato em COg e HgO, reagoes que requerem 
muitas etapas nas celulas, resulta em um decrescimo muito 
grande da energia livre padrao. No entanto, as variagoes de 
energia livre padrao, como aquelas da Tabela 13-4, indicam 
o quanto de energia livre esta disponivel a partir de uma 
reagao em condigoes-padrdo. Para descrever a energia 11- 
berada sob as condigoes existentes nas celulas, e essencial 
uma expressao para a variagao de energia livre real. 
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TABELA13-4 


Variates de energia livre padrao de algumas reaves quimicas 


Tipo de rea^ao 

Rea^oes de hidrolise 

Anidridos de acidos 

Anidrido acetico + H 2 O-> 2 acetate 

ATP + H2O-> ADP + Pi 

ATP + H2O-> AMP + PPi 

PPi + H 2 O-> 2Pi 

UDP-glicose + H 2 O-^'UMP + glicose-l-fosfato 

Esteres 

Acetate de etila + H 2 O-> etanel + acetate 

Glicese- 6 -fesfate + H 2 O-> glicese + P^ 

Amidas e peptidees 

Glutamina + H 2 O-glutamate + NH 4 

Glicilgliena + H 2 O-> 2 glicina 

Glicesidees 

Maltese + H 2 O-> 2 glicese 

Lactese + H 2 O-> glicese + galactese 

Rearranjos 

Glicese-1-fesfate-> glicese- 6 -fesfate 

Frutese- 6 -fesfate-glicese- 6 -fesfate 

Elimina^ao de agua 

Malate-> fumarate + H 2 O 

Oxida^ao com oxigenio molecular 

Glicese + 6 O 2 -> 6 CO 2 + 6 H 2 O 

Palmitate + 23 O 2 -> I 6 CO 2 + I 6 H 2 O 


A(F'° 

(kJ/mol) (kcal/mol) 


-91,1 

-21,8 

-30,5 

-7,3 

-45,6 

-10,9 

-19,2 

-4,6 

-43,0 

-10,3 

-19,6 

-4,7 

-13,8 

-3,3 

-14,2 

-3,4 

-9,2 

-2,2 

-15,5 

-3,7 

-15,9 

-3,8 

-7,3 

-1,7 

-1,7 

-0,4 

3,1 

0,8 

-2.840 

-686 

-9.770 

-2.338 


A varia^ao de energia livre real depende das 
concentrates dos reagentes e dos produtos 

Ill precise ter cuidado ao distinguir entre duas grandezas 
diferentes: a variagao de energia livre real, AG, e a varia- 
gao de energia livre padrao, AG'°. Cada reagao qmmica 
possui uma variagao de energia livre padrao caracteristi- 
ca, que pode ser positiva, negativa on nula, dependendo 
da constante de equilibrio da reagao. A variagao de ener¬ 
gia livre padrao nos diz em que sentido e ate onde uma 
dada reagao deve seguir para atingir o equilibrio quando 
a concentragdo inicial de cada componente e 1,0 m, 
em pH 7,0, temperatura de 25°C e pressao de 101,3 kPa 
(1 atm). Assim, AG'° e constante, tendo um valor carac- 
teristico e imutavel para uma dada reagao. No entanto, 
a variagao da energia livre real, AG, e uma fungao das 
concentragoes dos reagentes e produtos e da tempera¬ 
tura que prevalece durante a reagao, e nenhum desses 
parametros sera necessariamente igual as condigoes-pa- 


drao, como definidas anteriormente. Alem disso, o AG de 
qualquer reagao que ocorra espontaneamente em diregao 
ao sen equilibrio e sempre negativo, torna-se menos ne- 
gativo ao longo da reagao, e e zero no ponto de equilibrio, 
indicando que nao pode mais ser realizado trabalho pela 
reagao. 

AG e AG'° para uma determinada reagao aA + bB 
cC + dD estao relacionados pela equagao 

AG = AG'° + RT\n § (13-4) 

na qual os termos em vermelho sao aqueles que realmente 
prevalecem no sistema em observagao. A concentragao dos 
termos nessa equagao expressa o efeito comumente cha- 
mado de agao das massas, e o termo [C]''[D]'^/[A]''[B]^ e cha- 
mado de razao da agao das massas, Q. Assim, a Equagao 
13-4 pode ser expressa como AG = AG'° + RT In Q. Como 
exemplo, sup6e-se que a reagao A + B C + D esteja 
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ocorrendo em condigoes-padrao de temperatura (25°C) e 
pressao (101,3 kPa), mas que as concentragoes de A, B, C 
e D ndo sejam iguais e nenhum dos componentes esteja 
presente na concentragao-padrao de 1,0 m. Para determi- 
nar a variagao de energia livre real, AG, nessa condigao nao 
padrao de concentragao a medida que a reagao ocorre da 
esquerda para a direita, simplesmente aplicam-se as con- 
centragoes reais de A, B, C e D na Equagao 13-4; os valo- 
res de 7^, 7" e AG'° sao os valores-padrao. AG e negativo e 
se aproxima do zero a medida que a reagao evolui, ja que 
as concentragoes reais de A e B diminuem e as concentra- 
goes de C e D aumentam. Note que quando a reagao esta 
no equilibrio - quando nao ha mais forga que estimule a 
reagao em nenhum dos sentidos e AG e zero - a Equagao 
13-4 reduz-se a 


0 = AG = AG'° + RT\n 


[C]eJD]eq 

[A]eq[B]eq 


ou 


AG'° = -RT In 

que e a equagao que relaciona a variagao de energia livre 
padrao e a constante de equilibrio (Equagao 13-3). 

0 criterio para avaliar a espontaneidade de uma reagao 
e o valor de AG, e nao de AG'°. Uma reagao com AG'° po- 
sitivo pode ocorrer no sentido direto se o AG for negativo. 
Isto e possivel se o termo RT In ([produtos]/[reagentes]) na 
Equagao 13-4 for negativo e possuir valor absoluto maior 
que AG'°. Por exemplo, a remogao imediata dos produtos 
de uma reagao pode manter a relagao [produtos]/[reagen- 
tes] muito abaixo de 1, de forma que o termo 7^7" In ([produ- 
tos]/[reagentes]) apresenta um grande valor negativo. AG'° 
e AG sao expressoes da quantidade maxima de energia li¬ 
vre que uma dada reagao pode teoricamente liberar - uma 
quantidade de energia que poderia ser utilizavel apenas me- 
diante a presenga de um dispositive muito eficiente para 
capta-la ou dirigi-la. Ja que tal dispositive nao e factivel 
(parte da energia sempre e perdida para a entropia durante 
qualquer processo), a quantidade de trabalho realizada pela 
reagao a temperatura e pressao constantes e sempre menor 
que a quantidade teoricamente disponivel. 

Outre ponto importante e que algumas reagoes termo- 
dinamicamente favoraveis (ou seja, reagoes em que o AG'° 
e grande e negativo) nao ocorrem em velocidades mensu- 
raveis. Por exemplo, a combustao da lenha em COg e HgO e 
muito favoravel termodinamicamente, mas a lenha perma- 
nece estavel por anos ja que a energia de ativagao (ver Fi- 
guras 6-2 e 6-3) para a reagao de combustao e maior do que 
a energia disponivel a temperatura ambiente. Se a energia 
de ativagao necessaria e fornecida (p. ex., por um fosforo 
aceso), a combustao tera inicio, convertendo a madeira nos 
produtos mais estaveis COg e HgO, e liberando energia nas 
formas de calor e luz. 0 calor liberado por essa reagao exo- 
termica fornece a energia de ativagao para a combustao das 
regioes vizinhas a lenha; o processo e autopropagavel. 

Em celulas vivas, as reagoes que seriam extremamente 
lentas, caso nao fossem catalisadas, prosseguem nao pelo 


fornecimento de calor adicional, mas sim pela redugao da 
energia de ativagao pelo uso de enzimas. Uma enzima for¬ 
nece uma via de reagao alternativa com energia de ativagao 
menor do que a reagao nao catalisada, de tal forma que, a 
temperatura ambiente, uma grande fragao das moleculas 
de substrate possui energia termica suficiente para supe- 
rar a barreira de ativagao, aumentando drasticamente a 
velocidade da reagao. A variagao de energia livre para 
uma reagao e independente da via pela qual a reagao 
ocorre; ela depende apenas da natureza e das concentra¬ 
goes dos reagentes iniciais e produtos finais. Portanto, as 
enzimas ndo podem allerar as constantes de equilibrio; 
mas o que elas fazem e aumentar a velocidade pela qual a 
reagao ocorre no sentido determinado pela termodinamica 
(ver Segao 6.2). 

As variates de energia livre padrao sao aditivas 

No case de duas reagoes quimicas sequenciais, A B 
e B C, cada reagao possui sua propria constante de 
equilibrio e cada uma possui sua variagao de energia livre 
padrao caracteristica, AGj° e AG'f. Como as duas reagoes 
sao sequenciais, B e cancelado, resultando na reagao geral 
A C, que possui sua propria constante de equilibrio 
e, consequentemente, sua propria variagao de energia livre 
padrao, AG'°^p Os valores de AG'° de reagoes quimicas 
sequenciais sdo aditivos. Para a reagao geral A C, o 
AG'°ai ^ ^ soma das variagoes de energia livre padrao indi- 
viduais, AGj° e AGf, das duas reagoes separadas: AG;°ai ^ 
AG;° + AG'°. 

(1) A- >B AGf 

(2) B-> C AG^° 

Soma: A -> C AG{° + AG^° 

Este principio da bioenergetica explica como uma reagao 
termodinamicamente desfavoravel (endergonica) pode 
ocorrer no sentido direto, acoplando-a a uma reagao alta- 
mente exergonica, por meio de um intermediario comum. 
Por exemplo, a sintese de glicose-6-fosfato e o primeiro 
passo na utilizagao de glicose em muitos organismos: 

Glicose + P^-> glicose-6-fosfato + HgO 

AG'° = 13,8 kJ/mol 

0 valor positivo de AG'° indica que, em condigoes-padrao, a 
reagao nao tendera a ocorrer espontaneamente no sentido 
representado. Outra reagao celular, a hidrolise de ATP em 
ADP e P^, e muito exergonica: 

ATP + H 2 O ^ ADP + P. AG'° = -30,5 kJ/mol 

Essas duas reagoes compartilham os intermediarios co- 
muns, P^ e HgO, e podem ser expressas como reagoes se¬ 
quenciais: 

(1) Glicose + Pi-> glicose-6-fosfato + H 2 O 

(2) ATP + H 2 O->ADP + Pi 

Soma: ATP + glicose->ADP + glicose-6-fosfato 
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A variagao de energia livre padrao global e obtida pelo so- 
matorio dos valores de AG'° para as reagoes individuais: 

AG'° = 13,8 kJ/mol + (“30,5 kJ/mol) = — 16,7 kJ/mol 


A reagao global e exergonica. Neste caso, a energia arma- 
zenada no ATP e utilizada para promover a sintese de gli- 
cose-6-fosfato, ainda que sua formagao a partir de glicose e 
fosfato inorganico (P^) seja endergonica. A via de formagao 
de glicose-6-fosfato a partir de glicose pela transferencia de 
grupo fosforil do ATP e diferente das reagoes (1) e (2) des- 
critas anteriormente, embora o resultado final seja equiva- 
lente ao somatorio das duas reagoes. Nos calculos termodi- 
namicos, tudo o que importa e o estado do sistema no inicio 
e no final do processo; o caminho entre os estados inicial e 
final e irrelevante. 

Foi mencionado que AG'° e uma forma de expressar a 
constante de equilibrio para uma reagao. Para a reagao (1) 
anterior. 


K'e^, 


[glicose-6-fosfato] 
[glicose] [Pi] 


= 3,9 X 10“^ 


Note que a HgO nao esta incluida nessa expressao, e assu- 
me-se que a sua concentragao (55,5 m) mantem-se inalte- 
rada durante a reagao. A constante de equilibrio para a hi- 
drolise de ATP e 


K' 


[ADP] [Pj] 
[ATP] 


= 2,0 X lO'^ M 


Portanto, a constante de equilibrio para as duas reagoes 
acopladas e 

[glicose-6-fosfato] [ADP] [Pi] 

“ [glicose] [Pi] [ATP] 

= = (3,9 X 10-3 M-1) (2,0 X 10" M) 

= 7,8 X 10^ 


Este calculo ilustra um ponto importante sobre as cons- 
tantes de equilibrio: embora os valores de AG'° para duas 
reagoes cujo somatorio resulte em uma terceira sejam adi- 
tivos, o iT'q para a reagao global e o produto dos valores 
dos A'gq individuais das duas reagoes. As constantes de 
equilibrio sao multiplicativas. Devido ao acoplamento da 
hidrolise de ATP a sintese de glicose-6-fosfato, o para 
a formagao de glicose-6-fosfato a partir de glicose aumenta 
na ordem de 2 X 10^. 

Esta estrategia envolvendo intermediaries comuns e 
utilizada per todas as celulas vivas na sintese de interme¬ 
diaries metabolicos e de componentes celulares. Obviamen- 
te, a estrategia funciona apenas se compostos como o ATP 
estiverem continuamente disponiveis. Nos capitulos se- 
guintes, serao consideradas algumas das mais importantes 
vias celulares para a produgao de ATP. 


RESUM013.1 Bioenergeticaetermodinamica 

► As celulas vivas realizam trabalho constantemente. 
Elas necessitam de energia para manter suas estru- 
turas altamente organizadas, sintetizar componentes 


celulares, gerar correntes eletricas e muitos outros 
processes. 

► A bioenergetica e o estudo quantitative das relagoes de 
energia e conversoes energeticas em sistemas biologi- 
cos. As transformagoes biologicas de energia obedecem 
as leis da termodinamica. 

► Todas as reagoes quimicas sao influenciadas por duas 
forgas: a tendencia de atingir o estado de ligagao mais 
estavel (para o qual a entalpia, H, e uma expressao util) 
e a tendencia de atingir o mais alto grau de desordem, 
expresso pela entropia, S. A forga motriz liquida de uma 
reagao e o AG, a variagao de energia livre, que represen- 
ta o efeito liquido desses dois fatores: AG = AT/ - TAG. 

► A variagao de energia livre padrao aparente, AG'°, e 
uma constante fisica caracteristica para uma dada rea¬ 
gao e pode ser calculada a partir da constante de equili¬ 
brio da reagao: AG'° = -RT\ivK\^. 

► A variagao de energia livre real, AG, e uma variavel 
que depende de AG'° e das concentragoes dos reagen- 
tes e dos produtos: AG = AG'° + RT ln([produtos]/ 
[reagentes]). 

► Quando AG e elevado e negativo, a reagao tende a se- 
guir no sentido direto; quando AG e elevado e positivo, a 
reagao tende a seguir no sentido inverso; quando AG = 
zero, o sistema esta em equilibrio. 

► A variagao de energia livre de uma reagao e independen- 
te da via pela qual a reagao ocorre. As variagoes de ener¬ 
gia livre sao aditivas; a reagao quimica final resultante 
de sucessivas reagoes que compartilham intermediarios 
comuns possui uma variagao de energia livre global que 
e a soma dos valores de AG para as reagoes individuais. 


13.2 Logka quimka e rea0es bioquimkas comuns 

As transdugoes biologicas de energia abordadas neste 
livro sao reagoes quimicas. A quimica celular nao abran- 
ge todo tipo de reagao estudada em um curso tipico de 
quimica organica. Quais reagoes ocorrem em sistemas 
biologicos e quais nao e algo determinado por (1) sua re- 
levancia para um sistema metabolico em particular e (2) 
sua velocidade. As duas consideragoes sao importantes no 
formato das vias metabolicas que serao estudadas ao longo 
deste livro. Uma reagao relevante e aquela que faz uso de 
um substrate disponivel e o converte em um produto util. 
No entanto, mesmo uma reagao potencialmente relevante 
pode nao ocorrer. Algumas transformagoes quimicas sao 
muito lentas (possuem energias de ativagao muito altas) 
para contribuir com os sistemas vivos, mesmo com a ajuda 
de poderosos catalisadores enzimaticos. As reagoes que 
ocorrem nas celulas representam uma “caixa de ferra- 
mentas” que a evolugao teria utilizado para construir as 
vias metabolicas que contornam as reagoes “impossiveis”. 
Aprender a reconhecer as reagoes plausiveis pode ser uma 
otima ajuda para desenvolver um conhecimento profundo 
em bio quimica. 
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Mesmo assim, o numero de reagoes metabolicas que ocor- 
rem em uma celula tipica pode parecer exagerado. A maior 
parte das celulas tern a capacidade de realizar milhares de 
reagoes especificas, catalisadas por enzimas: por exemplo, 
a transformagao de um nutriente simples como a glicose em 
aminoacidos, nucleotideos ou lipideos; a extragao de energia 
a partir da oxidagao de combustiveis; ou a polimerizagao de 
subunidades monomericas em macromoleculas. 

Para estudar essas reagoes, e essencial alguma organi- 
zagao. Existem padroes na qmmica da vida; voce nao preci- 
sa estudar todas as reagoes individuais para compreender a 
logica molecular da bioqmmica. A maior parte das reagoes 
nas celulas vivas pertence a uma das cinco categorias ge- 
rais: (1) reagoes que criam ou quebram ligagoes carbono- 
-carbono; (2) rearranjos internos, isomerizagoes e elimina- 
goes; (3) reagoes com radicais livres; (4) transferencia de 
grupos; e (5) oxidagao-redugao. A seguir, cada uma dessas 
categorias sera discutida em maior detalhe. Nos capitulos 
posteriores, serao citados alguns exemplos de cada tipo de 
reagao. Note que os cinco tipos de reagoes nao sao mutua- 
mente excludentes; por exemplo, uma reagao de isomeri- 
zagao pode envolver um intermediario do tipo radical livre. 

No entanto, antes de dar continuidade, e precise revi- 
sar dois principios qmmicos basicos. Primeiro, uma ligagao 
covalente consiste em um par de eletrons compartilhados, 
e a ligagao pode ser rompida, em geral, de duas formas (Fi- 
gura 13-1). Na clivagem homolitica, cada atomo deixa 
a ligagao na forma de um radical, carregando um eletron 
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FIGURA13-2 Nucleofilos e eletrofilos comuns em reagoes bioqufmi- 
cas. Os mecanismos de reagoes quimicas, que descrevem a formagao e a 
quebra de ligagoes covalentes, estao representados por pontos e setas cur- 
vas, uma convengao informalmente conhecida como"trajet6ria do eletron". 
Uma ligagao covalente consiste em um par de eletrons compartilhado. Os 
eletrons importantes para o mecanismo da reagao, que nao participam da li¬ 
gagao, estao representados por pontos (:). As setas curvas representam 
o movimento do par de eletrons. Para o movimento de um unico eletron 
(como em uma reagao com radical livre), e usada uma seta de ponta unica 
(tipo anzol) (^^). A maioria dos passos da reagao envolve um par de ele¬ 
trons nao compartilhado. 
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FIGURA 13-1 Dois mecanismos para a clivagem de uma ligagao C—C 

ou C—H. Em uma clivagem homolitica, cada atomo mantem um dos ele¬ 
trons da ligagao, resultando na formagao de radicais de carbono (carbonos 
contendo eletrons nao pareados) ou atomos de hidrogenio nao carregados. 
Em uma clivagem heterolitica, um dos atomos retem os dois eletrons da li¬ 
gagao. Isso pode resultar na formagao de carbanions, carbocations, protons 
ou ions hidreto. 


desemparelhado. Na clivagem heterolitica, que e a mais 
comum, um atomo retem os dois eletrons da ligagao. As 
especies mais frequentemente geradas quando as ligagoes 
C—C e C—H sao clivadas estao ilustradas na Figura 13-1. 
Carbanions, carbocations e ions hidreto sao altamente ins- 
taveis; como sera visto, essa instabilidade caracteriza a qui- 
mica desses ions. 

0 segundo principio basico e que muitas reagoes bio- 
quimicas envolvem interagoes entre nucleofilos (grupos 
funcionais ricos em eletrons e capazes de doa-los) e ele¬ 
trofilos (grupos funcionais deficientes em eletrons e que 
os procuram). Os nucleofilos doam eletrons e combinam- 
-se com os eletrofilos. Nucleofilos e eletrofilos comuns em 
biologia estao representados na Figura 13-2. Note que 
um atomo de carbono pode agir tanto como um nucleofilo 
quanto um eletrofilo, dependendo das ligagoes e dos grupos 
funcionais que o rodeiam. 

Reaves que criam ou quebram ligates carbono-carbono. A cliva¬ 
gem heterolitica de uma ligagao C—C gera um carbanion e 
um carbocation (Figura 13-1). Inversamente, a formagao 
de uma ligagao C—C envolve a combinagao de um carba- 
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nion nucleofilico e um carbocation eletrofflico. Carbanions 
e carbocations geralmente sao tao instaveis que a sua for- 
magao como intermediarios de reagao pode ser energetica- 
mente inacessivel, mesmo com catalise enzimatica. Para a 
finalidade da bioqmmica celular, essas reagoes impossiveis 
- a nao ser que seja fornecido um auxilio quimico na forma 
de grupos funcionais contendo atomos eletronegativos (0 
e N) que podem alterar a estrutura eletronica dos atomos 
de carbonos adjacentes, de modo a estabilizar e facilitar a 
formagao dos intermediarios carbanion e carbocation. 

Os grupos carbonil sao particularmente importantes 
nas transformagoes qmmicas das vias metabolicas. 0 ato- 
mo de carbono de um grupo carbonil possui uma carga 
positiva parcial devido a propriedade de retirar eletrons 
do oxigenio carbomlico, sendo portanto um carbono ele- 
trofilico (Figura 13-3a). Um grupo carbonil pode entao 
facilitar a formagao de um carbanion em um carbono adja- 
cente por deslocar as cargas negativas do carbanion (Figu¬ 
ra 13-3b). Um grupo imino (ver Figura 1-16) pode ter uma 
fungao similar (Figura 13-3c). A capacidade de deslocar 
eletrons dos grupos carbonil e imino pode ainda ser poten- 
cializada por catalise acida ou por um ion metalico, como o 
Mg"""" (Figura 13-3d). 

A importancia do grupo carbonil e evidente nas tres 
principals classes de reagoes em que ligagoes C—C sao for- 
madas ou quebradas (Figura 13-4): condensagoes aldoli- 
cas, condensagao de Claisen e descarboxilagoes. Em cada 
tipo de reagao, um intermediario carbanion e estabilizado 
por um grupo carbonil, e em muitos cases outro grupo car¬ 
bonil fornece o eletrofilo com o qual o carbanion nucleofi¬ 
lico reage. 

A condensagao aldolica e uma rota comum para a 
formagao de ligagoes C—C; a reagao da aldolase na glico- 
lise, que converte um composto de seis atomos de carbono 
em dels compostos de tres atomos de carbono, e o inverse 
de uma condensagao aldolica (ver Figura 14-6). Em uma 
condensagao de Claisen, o carbanion e estabilizado pelo 
carbonil de um tioester adjacente; um exemplo e a sinte- 
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FIGURA13-3 Propriedades qufmicas do grupo carbonil. (a)Odtonno 

de carbono de um grupo carbonil e um eletrofilo devido a capacidade de 
retirar eletrons do atomo de oxigenio eletronegativo, resultando em uma 
estrutura em que o carbono tern carga positiva parcial. (b) No interior de 
uma molecula, o deslocamento dos eletrons para um grupo carbonil facilita 
e estabiliza a formagao de um carbanion em um carbono adjacente. (c) As 
iminas atuam como os grupos carbonil, facilitando a retirada dos eletrons. 
(d) Os grupos carbonil nao atuam sempre sozinhos; sua capacidade como 
escoadouro de eletrons frequentemente e potencializada pela interagao 
com um ion metalico (Me^^, como Mg^3 ou com um acido (HA). 
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FIGURA 13-4 Algumas reagoes comuns de formagao e quebra de li- 
gagdes C—C em sistemas biologicos. Tanto para a condensagao aldolica 
como para a condensagao de Claisen, um carbanion atua como nucleofilo 
e o carbono de um grupo carbonil atua como eletrofilo. 0 carbanion e es¬ 
tabilizado em cada caso por outro grupo carbonil no carbono adjacente ao 
carbanion. Na reagao de descarboxilagao, um carbanion e formado no car¬ 
bono sombreado em azul quando o CO 2 e liberado. A reagao nao ocorreria 
em velocidade adequada sem o efeito estabilizador do carbonil adjacente 
ao carbanion. Em qualquer lugar em que um carbanion e mostrado, assume- 
-se tambem a presenga de uma ressonancia estabilizadora com o carbonil 
adjacente, como representado na Figura 13-3b. Uma imina (Figura 13-3c) ou 
outro grupo removedor de eletrons (incluindo certos cofatores enzimaticos 
como o piridoxal) pode substituir o grupo carbonil na estabilizagao dos car¬ 
banions. 


se de citrate no ciclo do acido citrico (ver Figura 16-9). A 
descarboxilagao tambem envolve, geralmente, a geragao 
de um carbanion estabilizado por um grupo carbonil; um 
exemplo e a reagao da acetoacetato-descarboxilase, que 
leva a formagao de corpos cetonicos durante o catabolismo 
dos acidos graxos (ver Figura 17-19). Todas as vias meta¬ 
bolicas estao organizadas em torno da introdugao de um 
grupo carbonil em uma localizagao particular, de modo que 
uma ligagao carbono-carbono adjacente possa ser formada 
ou clivada. Em algumas reagoes, uma imina ou um cofator 
especializado, como piridoxal-fosfato, exerce a fungao de 
retirar eletrons do grupo carbonil. 

0 intermediario carbocation que ocorre em algumas 
reagoes que formam ou clivam ligagoes C—C e gerado pela 
eliminagao de um grupo de saida muito bom, como o pi- 
rofosfato (ver as reagoes de transferencia de grupos, a se- 
guir). Um exemplo e a reagao da preniltransferase (Figura 
13-5), uma etapa inicial na via de biossintese do colesterol. 

Rearranjos internos, isomerizates e eliminates. Outro tipo co¬ 
mum de reagao celular e um rearranjo intramolecular em 
que a redistribuigao de eletrons resulta em alteragoes de 
muitos tipos diferentes, sem alterar o estado de oxidagao 
global da molecula. Por exemplo, grupos diferentes em 
uma molecula podem sofrer oxidagao-redugao, sem variar 
o estado liquido de oxidagao da molecula; grupos conten¬ 
do ligagao dupla podem sofrer um rearranjo cis-trans\ ou 
as posigoes das ligagoes duplas podem ser mudadas. Um 
exemplo de uma isomerizagao envolvendo oxidagao-redu¬ 
gao e a formagao de frutose-6-fosfato a partir de glicose-6- 
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-fosfato na glicolise (Figura 13-6; esta reagao e discutida 
em detalhes no Capitulo 14): C-1 e reduzido (aldeido para 
alcool) e C-2 e oxidado (alcool para cetona). A Figura 13- 
6b mostra os detalhes dos movimentos dos eletrons neste 
tipo de isomerizagao. Um rearranjo cis-trans esta ilustrado 
na reagao da prolil-c^s-^ra?^s-isomerase no enovelamento 
de certas protemas (ver Figura 4-8). Uma simples mudan- 
ga de uma ligagao C=C ocorre durante o metabolismo do 
acido oleico, um acido graxo comum (ver Figura 17-10). 
Alguns exemplos espetaculares de reposicionamento de 
duplas ligagoes ocorrem na biossintese do colesterol (ver 
Figura 21-33). 

Um exemplo de uma reagao de eliminagao que nao afeta 
o estado de oxidagao global e a perda de agua por um al¬ 
cool, resultando na introdugao de uma ligagao C=C: 
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FIGURA 13-5 Os carbocations na forma^ao da ligagao carbono-car- 
bono. Em uma das primeiras etapas da biossintese do colesterol, a enzima 
preniltransferase catalisa a condensapao de isopentenil-pirofosfato e dimetil- 
-pirofosfato, formando geranil-pirofosfato (ver Figura 21-36). A reagao e ini- 
ciada pela eliminagao do pirofosfato do dimetil-pirofosfato para gerar um 
carbocation, estabilizado por ressonancia com a ligagao C=C adjacente. 


Reagoes similares podem resultar de elimiuagoes em amiuas. 

Reaves envolvendo radicals livres. Antigamente considerada 
rara, a clivagem homolitica de ligagoes covalentes com ge- 
ragao de radicals livres e, atualmente, encontrada em uma 
ampla gama de processes bioquimicos. Alguns exemplos 
sao: isomerizagoes que fazem uso de adenosilcobalamina 
(vitamina A-adenosilmetionina, que sao iniciadas 

com um radical 5'-desoxiadenosil (ver a reagao da metil- 
malonil-CoA-mutase no Quadro 17-2); certas reagoes de 
descarboxilagao iniciadas por radicals (Figura 13-7); al- 
gumas reagoes da redutase, como a catalisada pela ribonu- 
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FIGURA 13-6 As reaves de isomerizagao e eliminagao. (a)Conversdo 

de glicose-6-fosfato a frutose-6-fosfato, reagao do metabolismo de agucares 
catalisada pela fosfoexose-isomerase. (b) Esta reagao ocorre por meio de um 
intermediario enediol. Os quadros em cor salmao indicam a via de oxidagao 


da esquerda para a direita. e B 2 sao grupos ionizaveis da enzima; eles sao 
capazes de doar e receber protons (atuando como acidos ou bases) a medi- 
da que a reagao ocorre. 
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Coproporfirinogenio III Radical Protoporfirinogenio IX 

coproporfirinogenil III 


FIGURA 13-7 Uma rea^ao de descarboxila^ao iniciada por radicals 
Mvres. A biossintese do heme (ver Figura 22-26) em Escherichia coii inclui 
uma etapa de descarboxilagao em que a cadeia lateral propionil do inter- 
mediario coproporfirinogenio III e convertida na cadeia lateral vinil do pro¬ 
toporfirinogenio IX. Quando a bacteria esta crescendo anaerobiamente, a 
enzima independente de oxigenio coproporfirinogenio Ill-oxidase, tambem 
chamada de proteina HemN, promove a descarboxilapao pelo mecanismo 


de radical livre mostrado aqui. 0 receptor do eletron liberado nao e conheci- 
do. Para simplificar, sao mostradas apenas as porqoes relevantes das grandes 
moleculas de coproporfirinogenio III e protoporfirinogenio; as estruturas 
completas sao mostradas na Figura 22-26. Quando E. coii esta crescendo na 
presenqa de oxigenio, esta reaqao e uma descarboxilaqao oxidativa, sendo 
catalisada por uma enzima diferente. 


cleotideo-redutase (ver Figura 22-41); e algumas reagoes 
de rearranjo, como as catalisadas pela DNA-fotoliase (ver 
Figura 25-26). 

Reaves de transferencia de grupos. A transferencia de grupos 
acil, glicosil e fosforil de um nucleofilo para outre e comum 
em celulas vivas. A transferencia de grupo acil geralmente 
envolve a adigao de um nucleofilo ao carbono do carbonil 
de um grupo acil para formar um intermediario tetraedrico: 
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R—C--X 
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L Y J 

Intermediario 
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II 
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:X“ 


A reagao da quimotripsina e um exemplo de transfe¬ 
rencia de grupo acil (ver Figura 6-22). A transferencia de 
grupos glicosil envolve a substituigao nucleofilica no C-1 
do anel de um agucar, que e o atomo central de um ace¬ 
tal. Em principio, a substituigao poderia prosseguir por via 
Sj^l ou 8^2, como descrito na Figura 6-28 para a enzima 
lisozima. 

A transferencia de grupos fosforil exerce fungao espe¬ 
cial em vias metabolicas, e essas reagoes de transferencia 
sao discutidas em detalhes na Segao 13.3. Um tema geral 
no metabolismo e a ligagao de um bom grupo de saida a 
um intermediario metabolico a fim de “ativa-lo” para as 
reagoes subsequentes. Entre os melhores grupos de saida 
em reagoes de substituigao nucleofilica estao o ortofosfato 
inorganico (a forma ionizada de H 3 PO 4 em pH neutro, uma 
mistura de H 2 PO 4 e HPO|~, geralmente abreviado como 
P^) e o pirofosfato inorganico (PgO^”, abreviado como PP^); 
os esteres e os anidridos do acido fosforico sao efetiva- 
mente ativados para reagao. A substituigao nucleofilica 
torna-se mais favoravel pela ligagao de um grupo fosforil a 
um grupo de saida pobre, como o hidroxil —OH. As subs- 
tituigoes nucleofilicas, nas quais o grupo fosforil (—POg”) 
atua como um grupo de saida, ocorrem em centenas de 
reagoes metabolicas. 

0 fosforo pode formar cinco ligagoes covalentes. A re- 
presentagao convencional de P^ (Figura 13-8a), com tres 
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FIGURA 13-8 Transferencia de grupos fosforil: alguns dos partlclpan- 
tes. (a) Em uma representaqao (inadequada) de P,, tres oxigenios estao liga- 
dos ao fosforo por ligagoes simples, e 0 quarto esta ligado por ligagao dupla, 
possibilitando as quatro estruturas de ressonancia diferentes mostradas aqui. 
(b) As estruturas de ressonancia de P, podem ser representadas mais acurada- 
mente mostrando todas as quatro ligagoes fosforo-oxigenio com carater de 
ligagao dupla parcial; os orbitals hibridos assim representados estao arranja- 
dos em um tetraedro com 0 P na posigao central, (c) Quando um nucleofilo Z 
(neste caso, a —OH do C-6 da glicose) ataca o ATP, ele desloca ADP (W). Nesta 
reagao 5^2, um intermediario pentacovalente (d) e formado transitoriamente. 
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ligagoes P—0 e uma ligagao P=0, e conveniente, mas nao 
e acurada. No P^, quatro ligagoes fosforo-oxigenio equiva- 
lentes compartilham parcialmente o carater de ligagao du- 
pla, e o anion tern uma estmtura tetraedrica (Figura 13- 
8 b). Como o oxigenio e mais eletronegativo que o fosforo, o 
compartilhamento dos eletrons e desigual: o fosforo central 
fica com uma carga positiva parcial e, portanto, atua como 
um eletrofilo. Em um numero muito grande de reagoes me- 
tabolicas, um grupo fosforil (—P0|~) e transferido do ATP 
para um alcool, formando um ester fosfato (Figura 13-8c), 
ou para um acido carboxilico, formando um anidrido misto. 
Quando um nucleofilo ataca o atomo de fosforo eletrofili- 
co do ATP, forma-se um intermediario de reagao com uma 
estrutura pentacovalente relativamente estavel (Figura 13- 
8 d). Com a partida do grupo de saida (ADP), a transferen- 
cia de um grupo fosforil esta completa. A grande familia de 
enzimas que catalisam a transferencia de grupos fosforil, 
com o ATP como doador, e chamada de cinase (do grego, 
kinein, “mover”). A hexocinase, por exemplo, “move” um 
grupo fosforil do ATP para a glicose. 

Os grupos fosforil nao sao os unicos grupos que ativam 
moleculas para reagao. Os tioalcoois (tiois), em que o ato¬ 
mo de oxigenio de um alcool e substituido por um atomo de 
enxofre, tambem sao bons grupos de saida. Os tiois ativam 
os acidos carboxilicos pela formagao de tioesteres (ou tiol 
esteres). Em capitulos posteriores serao discutidas diversas 
reagoes, inclusive aquelas catalisadas pela acil graxo-sinte- 
tase na sintese de lipideos (ver Figura 21-2), em que a subs- 
tituigao nucleofilica no carbono do carbonil de um tioester 
resulta na transferencia do grupo acil para outra regiao. 

Reaves de oxida^ao-redu^ao. Os atomos de carbono podem 
existir em cinco estados de oxidagao, dependendo dos ele- 
mentos com que eles compartilham os eletrons (Figura 
13-9), e as transigoes entre esses estados de oxidagao sao 
de importancia crucial no metabolismo (as reagoes de oxi- 
dagao-redugao sao o topico da Segao 13.4). Em muitas oxi- 
dagoes biologicas, um composto perde dois eletrons e dois 
ions hidrogenio (ou seja, dois atomos de hidrogenio); essas 
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FIGURA 13-9 Os niveis de oxidagao do carbono em biomolecu- 
las. Cada composto e formado por oxidapao do carbono em vermelho no 
composto mostrado imediatamente acima. 0 dioxido de carbono e a forma 
de carbono mais altamente oxidado encontrada em sistemas vivos. 
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FIGURA 13-10 Uma reagao de oxida^ao-redu^ao. Esta representada 
aqui a oxidapao do lactato a piruvato. Nesta desidrogenapao, dois eletrons 
e dois ions hidrogenio (o equivalente a dois atomos de hidrogenio) sao re- 
movidos do C-2 do lactato, um alcool, formando piruvato, uma cetona. Nas 
celulas, a reapao e catalisada pela lactato-desidrogenase, e os eletrons sao 
transferidos para o cofator dinucleotideo de nicotinamida-adenina (NAD). 
Esta reapao e totalmente reversivel; o piruvato pode ser reduzido pela trans¬ 
ferencia dos eletrons do cofator. 


reagoes sao comumente chamadas de desidrogenagoes, e 
as enzimas que as catalisam sao chamadas de desidrogena- 
ses (Figura 13-10). Em algumas oxidagoes biologicas, mas 
nao em todas, um atomo de carbono e covalentemente liga- 
do a um atomo de oxigenio. As enzimas que catalisam essas 
oxidagoes geralmente sao chamadas de oxidases ou, se o 
atomo de oxigenio e derivado diretamente de um oxigenio 
molecular (Og), oxigenases. 

Cada oxidagao deve ser acompanhada por uma re- 
dugao, em que um receptor de eletrons recebe os ele¬ 
trons removidos na oxidagao. As reagoes de oxidagao 
geralmente liberam energia (pense em uma fogueira: os 
compostos na madeira sao oxidados por moleculas de 
oxigenio do ar). A maioria das celulas vivas obtem ener¬ 
gia necessaria para o trabalho celular pela oxidagao de 
combustiveis metabolicos como carboidratos ou gorduras 
(os organismos fotossinteticos tambem podem captar e 
usar a energia da luz solar). As vias catabolicas (que libe¬ 
ram energia) descritas nos Capitulos 14 a 19 sao sequen- 
cias de reagoes oxidativas que resultam na transferencia 
de eletrons das moleculas combustiveis para o oxigenio 
por meio de uma serie de transportadores de eletrons. A 
alta afinidade do Og por eletrons torna o processo global 
de transferencia de eletrons altamente exergonico, for- 
necendo energia que leva a sintese de ATP - o objetivo 
central do catabolismo. 

Muitas das reagoes dessas cinco classes sao facilitadas 
por cofatores, na forma de coenzimas e metais (vitamina 
A-adenosilmetionina, folato, nicotinamida e ferro sao 
alguns exemplos). Os cofatores ligam-se as enzimas - em 
alguns cases reversivelmente, em outros cases quase irre- 
versivelmente - e conferem a elas a capacidade de promo¬ 
ver um tipo particular de reagao quimica (p. 190). A maior 
parte dos cofatores participa em uma estreita faixa de 
reagoes diretamente relacionadas. Os capitulos seguintes 
apresentam e discutem cada cofator biologicamente im- 
portante. Os cofatores fornecem outra forma de organizar 
o estudo dos processes bioquimicos, ja que as reagoes fa¬ 
cilitadas por um determinado cofator costumam ser meca- 
nisticamente relacionadas. 




PRINCIPIOS DE BlOQUIMICA DE LEHNINGER 517 


As equates bioquimicas e quimicas nao sao identicas 

Os bioqmmicos representam as equagoes metabolicas de 
forma simplificada, e isso e particularmente evidente para 
as reagoes envolvendo ATR Os compostos fosforilados po- 
dem existir em varios estados de ionizagao e, conforme ja 
mencionado, as diferentes especies podem ligar For 
exemplo, em pH 7,0 e 2 mM de Mg^^, o ATP existe na forma 
de ATP"“, HATP^“, H 2 ATP"“, MgHATP“ e Mg 2 ATP Conside- 
rando a fungao biologica do ATP, no entanto, nem sempre 
ha interesse em todos esses detalhes e, assim, considera- 
-se o ATP como uma entidade constitmda pela soma des- 
sas especies e representa-se sua hidrolise como a equagao 
bioquimica 

ATP + H 2 O->ADP + P. 

na qual ATP, ADP e P^ correspondem ao somatorio das es¬ 
pecies. A constante de equilibrio padrao aparente corres- 
pondente, = [ADP][PJ/[ATP], depende do pH e da con- 
centragao de Mg^^ livre. Note que H"^ e Mg^^ nao aparecem 
na equagao bioquimica, pois sao mantidos constantes. Por- 
tanto, uma equagao bioquimica nao inclui necessariamente 
o equilibrio de H, Mg ou de cargas, embora ela inclua o equi¬ 
librio entre todos os outros elementos envoMdos na reagao 
(C, N, 0 e P na equagao acima). 

E possivel escrever uma equagao quimica que inclui 
o equilibrio de todos os elementos e cargas. Por exemplo, 
quando o ATP e hidrolisado em valores de pH acima de 
8,5 na ausencia de Mg^^, a reagao quimica e representada 
por 

ATP"“ + H 2 O ^ ADP^“ + HPOf + H^ 

A constante de equilibrio correspondente, = [ADP^~] 
[HP 04 ~][H^]/[ATP^~], depende apenas da temperatura, da 
pressao e da forga ionica. 

As duas formas de representar uma reagao metabolica 
sao relevantes em bioquimica. As equagoes quimicas sao 
utilizadas quando se quer levar em consideragao todos os 
atomos e cargas em uma reagao, como quando se estuda 
o mecanismo de uma reagao quimica. As equagoes bioqui¬ 
micas sao utilizadas para determinar em qual sentido uma 
reagao ocorrera espontaneamente, dado um valor de pH e 
[Mg^^] especificos, ou para calcular a constante de equili¬ 
brio da reagao. 

Ao longo deste livro serao utilizadas equagoes bioqui¬ 
micas, a nao ser quando o foco for o mecanismo quimico 
envoMdo, sendo utilizados os valores de AG'° e deter- 
minados em pH 7 e 1 mM de Mg^^. 

RESUMO 13.2 Logica quimica e rea^oes bioquimicas comuns 

► Os sistemas vivos fazem uso de um grande numero de 
reagoes quimicas que podem ser classificadas em cinco 
tipos gerais. 

► Os grupos carbonil exercem fungao especial nas reagoes 
que formam ou clivam ligagoes C—C. Os intermediarios 


carbanions sao comuns e estabilizados por grupos car¬ 
bonil adjacentes ou, menos frequentemente, por grupos 
imino e certos cofatores. 

► A redistribuigao dos eletrons pode produzir rearranjos 
internos, isomerizagoes e eliminagoes. Essas reagoes 
incluem oxidagao-redugao intramolecular, alteragao do 
arranjo cis-trans de ligagoes duplas e transposigoes de 
ligagoes duplas. 

► A clivagem homolitica de ligagoes covalentes com a ge- 
ragao de radicals livres ocorre em algumas vias, como 
em certas reagoes de isomerizagao, descarboxilagao, re- 
dutase e rearranjos. 

► As reagoes de transferencia de grupos fosforil sao um 
tipo especialmente importante de transferencia de gru¬ 
pos nas celulas, necessario para a ativagao de moleculas 
para as reagoes que de outra forma seriam altamente 
desfavoraveis. 

► As reagoes de oxidagao-redugao envolvem a perda ou o 
ganho de eletrons: um reagente ganha eletrons e e re- 
duzido, enquanto outro perde eletrons e e oxidado. As 
reagoes de oxidagao geralmente liberam energia e sao 
importantes no catabolismo. 

13.3 Transferencia de grupos fosforil e ATP 

Uma vez tendo sido apresentados alguns principios fun¬ 
damentals da variagao de energia em sistemas quimicos, 
sendo revisadas as classes comuns de reagoes, agora e 
possivel examinar o ciclo de energia nas celulas e a fun¬ 
gao especial do ATP como a moeda energetica que re- 
laciona catabolismo e anabolismo (ver Figura 1-29). As 
celulas heterotroficas obtem energia livre de forma qui¬ 
mica pelo catabolismo de moleculas de nutrientes, e elas 
usam essa energia para fazer ATP a partir de ADP e P^. 0 
ATP, entao, doa parte da sua energia quimica para pro¬ 
cesses endergonicos como a sintese de intermediarios 
metabolicos e de macromoleculas a partir de precursores 
menores, para o transporte de substancias por meio de 
membranas contra gradientes de concentragao, e para o 
movimento mecanico. Essa doagao de energia do ATP ge¬ 
ralmente envolve a sua participagao covalente na reagao, 
com a eventual conversao de ATP em ADP e P^, ou, em 
algumas reagoes, em AMP e 2 P^. Serao discutidas aqui 
as bases quimicas para a grande variagao de energia livre 
que acompanha a hidrolise de ATP e de outros compos¬ 
tos de fosfato altamente energeticos, e sera mostrado que 
a maior parte dos casos de doagao de energia por ATP 
envolve a transferencia de grupo, e nao simplesmente a 
hidrolise de ATP. Para ilustrar a gama de transdugoes de 
energia em que o ATP fornece a energia, sera abordada a 
sintese de macromoleculas ricas em informagao, o trans¬ 
porte de solutos atraves das membranas e o movimento 
produzido pela contragao muscular. 



518 DAVID L. NELSON & MICHAEL M. COX 


0 0 0 

11 /^ II II I-^ r 

"O—p-*-o—p—o—p—oH Rib K 


-P—0 

I I 

0“ o 


Adenina 


ATP^ 


H 



0 “ 


o- 


ADP^ 


loniza^ao 


o 


o 


+ O—P—O—P—O— Rib — Adenina 

I I '—' '- 

O O ADP^' 

^ H2O > ADP®- 
AG’° = -30,5 kJ/mol 


FIGURA 13-11 Bases quimicas para a grande varia^ao de energia 
livre associada a hidrolise de ATP. O A separagao de cargas resultante 
da hidrolise atenua a repulsao eletrostatica entre as quatro cargas negativas 
do ATP. 0 0 fosfato inorganico liberado (Pj) e estabilizado pela formagao de 
urn hibrido de ressonancia, em que cada uma das quatro ligagoes fosforo- 
-oxigenio apresenta o mesmo grau do carater de ligagao dupla e os ions 
hidrogenio nao se encontram permanentemente associados a nenhum dos 
atomos de oxigenio. (Certo grau de estabilizagao por ressonancia tambem 
ocorre nos fosfatos envolvidos nas ligagoes ester ou anidrido, mas em me- 
nor quantidade que no Pj.). Urn terceiro fator (nao mostrado) que favorece a 
hidrolise de ATP e o maior grau de solvatagao (hidratagao) dos produtos Pj 
e ADP em relagao ao ATP, que proporciona uma estabilizagao adicional dos 
produtos em relagao aos reagentes. 


A varia^o de energia livre para a hidrolise do ATP e 
grande e negativa 

A Figura 13-11 resume as bases quimicas da energia livre 
padrao da hidrolise de ATP, relativamente grande e nega¬ 
tiva. A hidrolise da ligagao do anidrido do acido fosforico 
(fosfoanidrido) terminal do ATP separa um dos tres fos¬ 
fatos negativamente carregados, aliviando assim parte da 
repulsao eletrostatica no ATP; o P^ liberado e estabilizado 
pela geragao de formas de ressonancia que nao sao possi- 
veis no ATP. 

A variagao de energia livre para hidrolise de ATP e —30,5 
kJ/mol em condigoes padrao, mas a energia livre real da hi¬ 
drolise do ATP (AG) em celulas vivas e muito diferente: as 
concentragoes celulares de ATP, ADP e P^ nao sao identicas 
e sao muito mais baixas do que 1,0 m das condigoes-padrao 
(Tabela 13-5). Alem disso, o Mg^^ no citosol liga ATP e ADP 
(Figura 13-12), e, para a maioria das reagoes enzimaticas 
que envolve ATP como doador de grupo fosforil, o verda- 
deiro substrate e MgATP^~. 0 AG'° relevante e, portanto, 
aquele da hidrolise de MgATP^~. Pode-se calcular o AG 
para a hidrolise de ATP usando os dados da Tabela 13-5. 
A energia livre real para a hidrolise de ATP em condigoes 
intracelulares frequentemente e chamada de potencial de 
fosforilagao, AGp. 


TABELA 13-5 


Concentrates de nucleotideos de adenina, fosfato inorganico e fosfocreatina em 
algumas celulas 




Concentrato (mivi)^ 


ATP 

ADP*^ 

AMP 

Pi 

PCr 

Hepatocito de rato 

3,38 

1,32 

0,29 

4,8 

0 

Miocito de rato 

8,05 

0,93 

0,04 

8,05 

28 

Neuronio de rato 

2,59 

0,73 

0,06 

2,72 

4,7 

Eritrocito humano 

2,25 

0,25 

0,02 

1,65 

0 

E. coll 

7,90 

1,04 

0,82 

7,9 

0 


*Para os eritrocitos, as concentragoes sao aquelas do citosol (eritrocitos humanos nao possuem nu- 
cleo e mitocondria). Nos outros tipos celulares, os dados sao para o conteiido total da celula, embora 
o citosol e a mitocondria possuam concentragoes muito diferentes de ADP. PCR e fosfocreatina, dis- 
cutida na p. 526. 

**Este valor reflete a concentragao total; o valor real de ADP livre deve ser muito menor (p. 519). 
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FIGURA 13-12 Mg^^eATP. A formagao dos comple¬ 
xes com o Mg^^ isola parcialmente as cargas negativas 
e influencia a conformagao dos grupos fosfato em nu¬ 
cleotideos como ATP e ADP. 
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PROBLEMA RESOLVID013-2 Calculo do 


Calcule a energia livre real para a hidrolise de ATP, AGp, em eritrocitos humanos. A energia livre 
padrao para a hidrolise do ATP e —30,5 kJ/mol, e as concentragoes de ATP, ADP e P^em eritroci¬ 
tos estao mostradas na Tabela 13-5. Assuma que o pH e 7,0 e a temperatura e 37°C (temperatura 
corporal). 0 que isso revela sobre a quantidade de energia necessaria para sintetizar ATP sob as 
mesmas condigoes celulares? 


Solugao: As concentragoes de ATP, ADP e P^ em eritrocitos humanos sao de 2,25, 0,25 e 1,65 mM, 
respectivamente. A energia livre real para a hidrolise do ATP sob essas condigoes e dada pela re- 
lagao (ver Equagao 13-4) 


AGp 


AG'° 


+ RT\n 


[ADP][Pi] 

[ATP] 




Substituindo os valores apropriados, obtem-se 


AGp 


-30,5 kJ/mol + 

-30,5 kJ/mol + 
-30,5 kJ/mol + 
-30,5 kJ/mol - 


(8,315 J/moD K) (310 K) In 

(2,58kJ/mol) In 1,8 X 10“^ 
(2,58 kJ/mol)(-8,6) 

22 kJ/mol 


(0,25 X 10~3)(1,65 X 10~3)' 
(2,25 X 10“®) 


-52 kJ/mol 


(Note que a resposta final foi arredondada para o numero correto de digitos significativos [52,5 
arredondado para 52], de acordo com regras de arredondamento de numeros que terminam em 5 
para o digito inferior mais proximo.) Assim, a variagao de energia livre real, AGp, para hidrolise de 
ATP em eritrocitos intactos (-52 kJ/mol) e muito maior do que a variagao de energia livre padrao 
(—30,5 kJ/mol). Da mesma forma, a energia livre necessaria para sintetizar ATP a partir de ADP 
e Pp sob as condigoes que prevalecem nos eritrocitos, seria de 52 kJ/mol. 


Como as concentragoes de ATP, ADP e P^ diferem de 
um tipo de celula para a outra, os valores de AGp para a hi¬ 
drolise do ATP tambem sao diferentes. Alem disso, em uma 
celula especifica, AGp pode variar com o tempo, dependen- 
do das condigoes metabolicas da celula e de como elas in- 
terferem nas concentragoes de ATP, ADP, P- e (pH). E 
possivel calcular a variagao de energia livre real para qual- 
quer reagao metabolica, nas condigoes em que ela ocorre 
na celula, desde que sejam conhecidas as concentragoes de 
todos os reagentes e produtos da reagao, alem de outros 
fatores (como pH, temperatura e [Mg^^]) que podem afetar 
a variagao de energia livre real. 

Para complicar ainda mais o assunto, as concentragoes 
totais de ATP, ADP, P^ e H^ em uma celula podem ser subs- 
tancialmente maiores que as concentragoes livres, que sao 
os valores termodinamicamente relevantes. A diferenga se 
deve a ligagao forte de ATP, ADP e P^ a proteinas celulares. 
Por exemplo, a [ADP] livre no musculo em repouso tern sido 
alternadamente estimada entre 1 e 37 ijlm. Utilizando o va¬ 
lor de 25 IJLM do Problema Resolvido 13-2, obter-se-ia um 
valor de AGp de -64 kJ/mol. 0 calculo do valor exato de 
AGp, no entanto, talvez seja menos instrutivo do que a pos¬ 
sivel generalizagao sobre as variagoes de energia livre real: 
in vivo, a energia liberada pela hidrolise do ATP e maior do 
que a variagao de energia livre padrao, AG'°. 

Nas discussoes seguintes sera usado o valor de AG'° 
para a hidrolise de ATP, ja que esse valor permite a compa- 


ragao, na mesma base, com os valores energeticos de outras 
reagoes celulares. No entanto, sempre tenha em mente que 
em celulas vivas o AG e a quantidade relevante - para a 
hidrolise do ATP e todas as outras reagoes - e pode ser bem 
diferente do AG'°. 

Agora, e preciso fazer uma observagao importante so¬ 
bre os niveis de ATP. E mostrado (e discutido adiante) 
como as propriedades quimicas do ATP o tornam uma 
forma conveniente de moeda de energia nas celulas. Con- 
tudo, nao sao meramente as propriedades quimicas in- 
trinsecas da molecula que dao ao ATP essa capacidade de 
direcionar as reagoes metabolicas e outros processos que 
requerem energia. Ainda mais importante e que, ao longo 
da evolugao, ocorreu uma pressao de selegao muito forte 
a favor de mecanismos regulatorios que mantenham as 
concentragoes de ATP muito ahaixo das concentragoes 
de equilihrio da reagao de hidrolise. Quando o nivel de 
ATP diminui, nao apenas a quantidade de combustivel 
diminui, mas o combustivel por si soperde seu potencial: 
o AG da sua hidrolise (ou seja, seu potencial de fosforila- 
gao, AGp) esta diminuido. Como as discussoes sobre as 
vias metabolicas que produzem e consomem ATP mostra- 
rao, as celulas vivas desenvolveram mecanismos elabora- 
dos - o que frequentemente pode nos parecer a custa de 
eficiencia e de bom senso - para manter altas concentra¬ 
goes de ATP. 
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FIGURA13-13 Hidrolise do fosfoenolpiruva- 
to (PEP). Catalisada pela piruvato-cinase, esta 
reapao e seguida pela tautomerizapao espontanea 
do produto, o piruvato. A tautomerizapao nao e 
possivel no PEP e, assim, os produtos da hidrolise 
sao estabilizados em relapao aos reagentes.Tam- 
bem ocorre a estabilizapao por ressonancia do P,, 
como mostrado na Figura 13-11. 
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Outros compostos fosforilados e tioesteres tambem 
apresentam energia livre de hidrolise elevada 

0 fosfoenolpimvato (PEP; Figura 13-13) contem uma liga- 
gao ester-fosfato que sofre hidrolise para gerar a forma eno- 
lica do piruvato, e esse produto direto pode tautomerizar-se 
gerando a forma cetonica mais estavel. Como o reagente 
(PEP) tern apenas uma forma (enol) e o produto (piruvato) 
contem duas formas possiveis, o produto e estabilizado em 
relagao ao reagente. Este e o fator que mais contribui para 
a elevada energia livre padrao de hidrolise do fosfoenolpiru- 
vato: AG'° = -61,9kJ/mol. 

Outro composto de tres atomos de carbono, o 1,3-bi- 
fosfoglicerato (Figura 13-14), tern uma ligagao anidrido 
entre o C-1 do grupo carboxil e um acido fosforico. A hi¬ 
drolise desse acil-fosfato e acompanhada por uma variagao 
de energia livre elevada e negativa (AG'° = —49,3 kJ/mol) 
que pode, mais uma vez, ser explicada nos termos da estru- 


tura dos reagentes e produtos. Quando H 2 O e adicionada 
a ligagao anidrido do 1,3-bifosfoglicerato, um dos produtos 
diretos, o acido-3-fosfoglicerico, pode perder um proton ge¬ 
rando um ion carboxilato, o 3-fosfoglicerato, o qual contem 
duas formas de ressonancia igualmente provaveis (Figura 
13-14). A remogao do produto direto (acido-3-fosfogliceri- 
co) e a formagao do ion estabilizado por ressonancia favore- 
cem a reagao no sentido direto. 

Na fosfocreatina (Figura 13-15), a ligagao P—N pode 
ser hidrolisada para gerar creatina livre e P^. A liberagao 
de P^ e a estabilizagao por ressonancia da creatina favore- 
cem a reagao no sentido direto. A variagao de energia livre 
padrao da hidrolise da fosfocreatina tambem e elevada, 
-43,0 kJ/mol. 

Em todas essas reagoes em que ocorre a liberagao de 
fosfato, as varias formas de ressonancia disponiveis para o 
Pi (Figura 13-11) estabilizam esse produto em relagao ao 
reagente, contribuindo para uma variagao de energia livre 


FIGURA 13-14 Hidrolise do 1,3-bi- 
fosfoglicerato. 0 produto direto da 
hidrolise do 1,3-bifosfoglicerato e o 
acido 3-fosfoglicerico, o qual apresenta 
um grupo acido carboxilico nao disso- 
ciado. Sua dissociagao favorece as es- 
truturas de ressonancia que estabilizam 
o produto, em relagao aos reagentes. A 
estabilizagao por ressonancia do re- 
presenta uma contribuigao adicional a 
variagao de energia livre negativa. 
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TABELA13-6 


Valores de energia livre padrao de hidrolise de alguns 
compostos fosforilados e da acetil-CoA (urn tioester) 




(kJ/mol) (kcal/mol) 


Fosfoenolpiruvato 1,3-bifosfoglicerato 

-61,9 

-14,8 

1,3-Bifosfoglicerato (^3-fosfoglicerato + P^) 

-49,3 

-11,8 

Fosfocreatina 

-43,0 

-10,3 

ADP (^AMP + Pi) 

-32,8 

-7,8 

ATP (^ ADP + Pi) 

-30,5 

-7,3 

ATP (^ AMP + PPi) 

-45,6 

-10,9 

AMP adenosina + P^) 

-14,2 

-3,4 

PPi (^ 2Pi) 

-19,2 

-4,0 

Glicose-3-fosfato 

-20,9 

-5,0 

Frutose-6-fosfato 

-15,9 

-3,8 

Glicose-6-fosfato 

-13,8 

-3,3 

Glicerol-3-fosfato 

-9,2 

-2,2 

Acetil-CoA 

-31,4 

-7,5 


Fonte: Dados extraidos, na maior parte, de Jencks, W. P. (1976), Handbook of 
Biochemistry and Molecular Biology, 3rd ed. (Fasman, G.D., ed.. Physical 
and Chemical Data, vol. 1, p. 296-304, CRC Press, Boca Raton, FL. 0 valor 
da energia livre para a hidrolise de PP, foi extraido de Frey, PA. & Arabshahi, 
A. (1995) Standard free-energy change for the hydrolysis of the a-jS-phosphoa- 
nhydride in ATP Biochemistry 34, 11, 307-11, 310. 


negativa. A Tabela 13-6 apresenta a energia livre padrao de 
hidrolise para alguns compostos fosforilados de importan- 
cia biologica. 

Os tioesteres, em que um atomo de enxofre substi- 
tui o oxigenio na ligagao ester, tambem tern energia livre 
padrao de hidrolise elevada e negativa. A acetil-coenzima 
A, on acetil-CoA (Figura 13-16), e um dos muitos tio¬ 
esteres importantes no metabolismo. 0 grupo acil nesses 
compostos e ativado por reagoes de transacilagao, con- 
densagao ou oxidagao-redugao. Os tioesteres sofrem mui- 
to menos estabilizagao por ressonancia do que os esteres 
de oxigenio; consequentemente, a diferenga de energia 
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FIGURA 13-16 Hidrolise da acetil-coenzima A. A acetil-CoA e um tio¬ 
ester com energia livre padrao de hidrolise elevada e negativa. Os tioesteres 
contem um atomo de enxofre na posigao ocupada por um atomo de oxige¬ 
nio nos esteres. A estrutura completa da coenzima A (CoA ou CoASH) esta 
representada na Figura 8-38. 


livre entre o reagente e os sens produtos de hidrolise que 
sdo estabilizados por ressonancia e maior para os tioes¬ 
teres do que para os esteres de oxigenio relacionados 
(Figura 13-17). Em ambos os casos, a hidrolise do ester 
gera um acido carboxilico que pode ionizar e assumir va¬ 
ries estados de ressonancia. Somados, esses fatores re- 
sultam em um AG'° de hidrolise da acetil-CoA (—31,4 kJ/ 
mol) elevado e negative. 

Em resume, para as reagoes de hidrolise com variagoes 
de energia livre padrao elevadas e negativas, os produtos 
sao mais estaveis do que os reagentes por uma, ou mais, 
das seguintes razoes: (1) a tensao de ligagao dos reagentes 
devido a repulsao eletrostatica e aliviada pela separagao de 
cargas, como para o ATP; (2) os produtos sao estabilizados 
por ionizagao, como no ATP, nos acil-fosfatos e nos tioes- 
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FIGURA 13-17 Energia livre de hidrolise 
para tioesteres e esteres de oxigenio. Os 

produtos de ambos os tipos de reagao de hidro¬ 
lise tern aproximadamente o mesmo conteudo 
de energia livre (G), mas o tioester tern conteudo 
de energia livre maior que o ester de oxigenio. A 
sobreposigao de orbitais entre os atomos de 0 e 
C possibilita a estabilizagao por ressonancia dos 
esteres de oxigenio; a sobreposigao de orbitais 
entre os atomos de S e C e pouco expressive e 
gera pouca estabilizagao por ressonancia. 
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teres; (3) os produtos sao estabilizados por isomerizagao 
(tautomerizagao), como para o PEP; e/ou (4) os produtos 
sao estabilizados por ressonancia, como para a creatina li- 
berada da fosfocreatina, o ion carboxilato liberado do acil- 
-fosfato e dos tioesteres, e o fosfato (P^) liberado das liga- 
goes anidrido ou ester. 

0 ATP fornece energia portransferencia de grupos e nao 
por simples hidrolise 

Ao longo deste livro voce encontrara reagoes ou processos 
para os quais o ATP fornece energia. A contribuigao do ATP 
para essas reagoes e comumente indicada como na Figura 
13-18a, com uma seta simples mostrando a conversao de 
ATP em ADP e P^ (ou, em alguns casos, de ATP em AMP e 
pirofosfato, PP^). Quando representadas dessa forma, essas 
reagoes de ATP parecem ser reagoes de hidrolise simples, 
na qual a agua desloca P^ (ou PP^), e somos tentados a dizer 
que a reagao dependente de ATP e “impulsionada pela hi¬ 
drolise do ATP”. Entretanto, este ndo e o caso. A hidrolise 
de ATP por de per si geralmente realiza nada mais do que 
a liberagao de calor, que nao pode impulsionar um processo 
quimico em um sistema isotermico. As reagoes represen¬ 
tadas por setas simples, como aquela da Figura 13-18a, 
quase sempre indicam um processo em duas etapas (Figu¬ 
ra 13-18b) em que parte da molecula de ATP, ou seja, um 
grupo fosforil ou pirofosforil ou a porgao adenilato (AMP), 
e primeiro transferida para uma molecula de substrate ou 



FIGURA 13-18 A hidrolise de ATP em duas etapas. (a) A contribuigao 
do ATP para uma reagao frequentemente e representada como etapa unica, 
mas ela e quase sempre um processo em duas etapas. (b) E representada 
aqui a reagao catalisada pela enzima dependente de ATP, a glutamina-sinte- 
tase. O Um grupo fosforil e transferido do ATP para a glutamina; entao, © o 
grupo fosforil e deslocado pelo NH 3 e liberado como P,. 


para um residue de aminoacido de uma enzima, tornando- 
-se covalentemente acoplada ao substrate ou a enzima, 
aumentando, dessa forma, seu conteudo de energia livre. 
Em seguida, em uma segunda etapa, a porgao com fosfato 
transferida na primeira etapa e deslocada, gerando P^, PP^ 
ou AMP. Assim, o ATP participa covalentemente da reagao 
enzimatica, para a qual ele fornece energia livre. 

No entanto, alguns processos envolvem a hidrolise dire- 
ta do ATP (ou GTP). Por exemplo, a ligagao nao covalente 
de ATP (ou GTP), seguida da sua hidrolise a ADP (ou GDP) 
e P^, pode fornecer a energia para promover a alternancia 
de algumas proteinas entre duas conformagoes, produzindo 
movimento mecanico. Isso ocorre na contragao muscular 
(ver Figura 5-31) e no movimento de enzimas ao longo do 
DNA (ver Figura 25-31) ou no deslocamento dos ribosso- 
mos ao longo do RNA mensageiro (ver Figura 27-31). As 
reagoes dependentes de energia catalisadas por helicases, 
proteina RecA e algumas topoisomerases (Capitulo 25) 
tambem envolvem a hidrolise direta de ligagoes fosfoanidri- 
do. As AAA+ ATPases envoMdas na replicagao do DNA e 
em outros processos descritos no Capitulo 25 usam a hidro¬ 
lise do ATP para ciclar proteinas associadas entre as formas 
ativa e inativa. As proteinas ligadoras de GTP, que agem em 
vias de sinalizagao, hidrolisam GTP diretamente para im¬ 
pulsionar mudangas conformacionais que extinguem sinais 
desencadeados por hormonios ou por outros fatores extra- 
celulares (Capitulo 12). 

Os compostos de fosfato encontrados em organismos vi¬ 
vos podem ser, um tanto arbitrariamente, divididos em dois 
grupos com base em suas energias livres padrao de hidrolise 
(Figura 13-19). Os compostos de “alta energia” tern AG'° 
de hidrolise mais negative do que -25 kJ/mol; os compos¬ 
tos de “baixa energia” tern AG'° menos negative. Com base 
nesse criterio, ATP, com AG'° de hidrolise de —30,5 kJ/mol 
(-7,3 kcaPmol), e um composto de alta energia; glicose-6- 
-fosfato, com AG'° de hidrolise de -13,8 kJ/mol (-3,3 kcaP 
mol), e um composto de baixa energia. 

0 termo “ligagao de fosfato de alta energia”, por muito 
tempo usado pelos bioquimicos para descrever a ligagao 
P—0 quebrada em reagoes de hidrolise, e incorreto e en- 
ganoso, ja que sugere erroneamente que a ligagao por si 
mesma contem a energia. De fato, a quebra de todas as 
ligagoes qmmicas requer um fomecimento de energia. A 
energia livre liberada pela hidrolise de compostos de fos¬ 
fato nao vem da quebra da ligagao especificamente; ela 
resulta dos produtos da reagao com menor conteudo de 
energia livre do que os reagentes. Para simplificar, algu¬ 
mas vezes sera utilizado o termo “composto de fosfato de 
alta energia” em referencia ao ATP ou a outro composto 
de fosfato com energia livre padrao de hidrolise elevada 
e negativa. 

Como as variagoes de energia livre das reagoes se- 
quenciais sao aditivas (ver Segao 13.1), qualquer com¬ 
posto fosforilado pode ser sintetizado acoplando-se a 
reagao de sintese a quebra de outro composto fosforila¬ 
do com uma energia livre de hidrolise mais negativa. Por 
exemplo, como a clivagem de P^ a partir de fosfoenolpi- 
ruvato libera mais energia do que a necessaria para im¬ 
pulsionar a condensagao de P^ com ADP, a doagao direta 
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de um gmpo fosforil de PEP para ADP e termodinamica- 
mente possivel: 

AG'° (kJ/mol) 

(1) PEP + H 2 O->piruvato+Pi —61,9 

(2) ADP + Pi-> ATP + H 2 O +30,5 

Soma: PEP + ADP-> piruvato + ATP —31,4 

Note que, enquanto a reagao global esta representada 
como a soma algebrica das duas primeiras reagoes, na reali¬ 
dade essa e uma terceira reagao distinta que nao envolve P^; 
o PEP doa um grupo fosforil diretamente ao ADP Os com- 
postos fosforilados sao dotados de alto ou baixo potencial 
de transferencia de grupo fosforil com base em sua energia 
livre padrao de hidrolise (como listado na Tabela 13-6). 0 
potencial de transferencia do grupo fosforil do PEP e muito 
elevado, o do ATP e elevado, e o da glicose-6-fosfato e baixo 
(Figura 13-19). 

Uma grande parte do catabolismo e direcionada para a 
sintese de compostos de fosfato de alta energia, mas sua 
formagao nao e um objetivo em si; eles sao os meios para 
ativagao de uma ampla variedade de compostos utilizados 
nas reagoes quimicas subsequentes. A transferencia de um 
grupo fosforil a um composto agrega, efetivamente, energia 
livre a este composto, de modo que ele passa a ter mais 
energia livre para libera-la durante as transformagoes qui- 
micas subsequentes. Antes foi descrito como a sintese de 
glicose-6-fosfato esta associada a transferencia de grupo 
fosforil do ATP. 0 proximo capitulo mostra como essa fos- 
forilagao da glicose ativa, ou “prepara”, a glicose para as 
reagoes catabolicas que ocorrem em praticamente todas as 
celulas vivas. Devido a sua posigao intermediaria na escala 
de potencial de transferencia de grupo, o ATP e capaz de 


FIGURA 13-19 Classifica^ao dos compostos de fosfato biologicos 
por energia livre padrao de hidrolise. A figura apresenta os grupos fos¬ 
foril, representados por ®, partindo de doadores de grupo fosforil de alta 
energia, passando por ATP, ate moleculas receptoras (como glicose e glice- 
rol) formando seus derivados fosfatados de baixa energia (a localizagao de 
cada grupo fosforil do composto doador ao longo da escala indica apro- 
ximadamente a AG'° de hidrolise). Este fluxo de grupos fosforil, catalisado 
pelas cinases, ocorre com uma perda global de energia livre em condigoes 
intracelulares. A hidrolise de compostos de fosfato de baixa energia libera P,, 
que apresenta um potencial de transferencia de grupo fosforil ainda menor 
(conforme definido no texto). 


transferir energia dos compostos de fosfato de alta energia, 
produzidos pelo catabolismo, para compostos como a gli¬ 
cose, convertendo-os em especies mais reativas. Assim, o 
ATP serve como a moeda universal de energia em todas as 
celulas vivas. 

Uma caracteristica mais quimica do ATP e crucial para 
sua fungao no metabolismo: embora em solugao aquosa o 
ATP seja termodinamicamente instavel, sendo, portanto, 
um bom doador de grupos fosforil, ele e cineticamente 
estavel. Devido a enorme energia de ativagao (200 a 400 
kJ/mol) necessaria para a clivagem nao enzimatica de sua 
ligagao fosfoanidrido, o ATP nao e capaz de doar esponta- 
neamente grupos fosforil para a agua ou para as centenas 
de outras potenciais moleculas aceptoras na celula. A trans¬ 
ferencia dos grupos fosforil do ATP ocorre somente quando 
estao presentes enzimas especificas para reduzir a energia 
de ativagao. A celula e, portanto, capaz de regular a dispo- 
nibilidade de energia transportada pelo ATP por meio da 
regulagao das varias enzimas que atuam sobre ele. 

0 ATP doa grupos fosforil, pirofosforil e adenilil 

As reagoes do ATP geralmente sao substituigoes nucleofili- 
cas Sj^2 (ver Segao 13.2) em que o nucleofilo pode ser, por 
exemplo, o oxigenio de um alcool ou de um carboxilato, ou 
um nitrogenio da creatina ou da cadeia lateral de arginina 
ou histidina. Os tres fosfatos do ATP sao suscetiveis ao ata- 
que nucleofilico (Figura 13-20), e cada posigao de ataque 
resulta em um tipo diferente de produto. 

0 ataque nucleofilico por um alcool sobre o y-fosfato 
(Figura 13-20a) desloca ADP e produz um novo ester-fos- 
fato. Estudos realizados com reagentes marcados com ^^0 
mostraram que a ligagao de oxigenio no novo composto e 
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FIGURA 13-20 Reaves de deslocamento nucleofflico 
do ATP. Qualquer urn dos tres atomos de P (a, jS ou y) pode 
servir como o alvo eletrofilico para o ataque nucleofflico - 
neste caso, pelo nucleofilo marcado R—^® 0 :. 0 nucleofilo 
pode ser urn alcool (ROH), urn grupo carboxil (RCOO”) ou urn 
fosfoanidrido (p. ex., urn nucleosfdeo mono- ou difosfato). (a) 
Quando o oxigenio do nucleofilo ataca a posiqao y, a ligaqao 
de oxigenio do produto esta marcada, indicando que o gru¬ 
po transferido do ATP e urn fosforil (—P03^~) e nao urn fosfa- 
to (—0P03^”). (b) 0 ataque na posiqao jS desloca AMP e leva 
a transferencia de urn grupo pirofosforil (nao pirofosfato) para 
o nucleofilo. (c) 0 ataque na posiqao a desloca PPj e transfere 
o grupo adenilil para o nucleofilo. 
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derivada do alcool, e nao do ATP; o grupo transferido do 
ATP e, consequentemente, um fosforil (—PO|~), e nao um 
fosfato (—OPO|~). A transferencia de grupos fosforil do 
ATP para o glutamato (Figura 13-18) ou para a glicose (p. 
219) envolve um ataque na posigao y da molecula de ATP. 

0 ataque ao fosfato (5 do ATP desloca AMP e transfere 
um grupo pirofosforil (nao pirofosfato) ao nucleofilo ata- 
cante (Figura 13-20b). Por exemplo, a formagao de 5-fos- 
foribosil-1-pirofosfato (p. 892), um intermediario-chave na 
sintese dos nucleotideos, e resultante do ataque de uma 
—OH da ribose sobre um fosfato /3. 

0 ataque nucleofflico na posigao a do ATP desloca PP^ e 
transfere adenilato (5'-AMP) como um grupo adenilil (Figu¬ 
ra 13-20c); a reagao e uma adenililagao (uma das palavras 
mais truncadas da linguagem bioquimica). Note que a hi- 
drolise da ligagao a-fS fosfoanidrido libera consideravelmen- 
te mais energia (—46 kJ/mol) do que a hidrolise da ligagao 
P-y (—31 kJ/mol) (Tabela 13-6). Alem disso, o PP^ formado 
como subproduto da adenililagao e hidrolisado a dois P^ pela 
enzima ubiqua pirofosfatase inorganica, liberando 19 kJ/ 
mol e fornecendo, portanto, energia adicional de “arranque” 
para a reagao de adenililagao. De fato, as duas ligagoes fosfo¬ 
anidrido do ATP sao rompidas na reagao global. As reagoes 
de adenililagao sao, portanto, termodinamicamente muito 
favoraveis. Quando a energia do ATP e utilizada para promo¬ 
ver uma reagao metabolica particularmente desfavoravel, a 
adenililagao com frequencia e o mecanismo de acoplamento 
de energia. A ativagao de acidos graxos e um bom exemplo 
dessa estrategia de acoplamento de energia. 

A primeira etapa na ativagao de um acido graxo - seja 
para a oxidagao com geragao de energia ou para o uso na 
sintese de lipideos mais complexes - e a formagao de sen 
ester tiol (ver Figura 17-5). A condensagao direta de um 
acido graxo com a coenzima A e endergonica, mas a for¬ 
magao da acil-CoA graxo torna-se exergonica pela remogao 
sequencial de dois grupos fosforil do ATP. Primeiramen- 
te, o adenilato (AMP) e transferido do ATP para o grupo 
carboxil do acido graxo, formando um anidrido misto (acil 
graxo-adenilato) e liberando PP^. 0 grupo tiol da coenzima 


A, entao, desloca o grupo adenilil e forma um tioester com o 
acido graxo. A soma dessas duas reagoes e energeticamen- 
te equivalente a hidrolise exergonica do ATP em AMP e PP^ 
(AG'° = -45,6 kJ/mol) e a formagao endergonica de acil- 
-CoA graxo (AG'° = -31,4 kJ/mol). A formagao de acil-CoA 
graxo torna-se energeticamente favoravel pela hidrolise do 
PP^ pela pirofosfatase inorganica. Assim, na ativagao de um 
acido graxo, as duas ligagoes fosfoanidrido do ATP sao rom¬ 
pidas. 0 AG'° resultante e a soma dos valores de AG'° para 
a quebra dessas ligagoes, ou seja, -45,6 kJ/mol + (-19,2) 
kJ/mol: 

ATP + 2 H 2 O ^ AMP + 2Pi AG'° = -64,8 kJ/mol 

A ativagao de aminoacidos que precede sua polimeriza- 
gao em proteinas (ver Figura 27-19) e realizada por um gru¬ 
po analogo de reagoes em que a coenzima A e substituida 
por uma molecula de RNA de transferencia. Uma utilizagao 
interessante da clivagem de ATP em AMP e PP^ ocorre no 
vaga-lume, que utiliza ATP como fonte de energia para a 
produgao de lampejos de luz (Quadro 13-1). 

A montagem de macromoleculas informacionais requer 
energia 

Quando precursores simples se reunem formando poli- 
meros de alta massa molecular com sequencias definidas 
(DNA, RNA, proteinas), como descrito em detalhe na Par¬ 
te III, e necessario energia tanto para a condensagao das 
unidades monomericas quanto para a criagao de sequen¬ 
cias ordenadas. Os precursores para a sintese de DNA e 
RNA sao os nucleosideos-trifosfato, e a polimerizagao e 
acompanhada pela clivagem da ligagao fosfoanidrido entre 
os fosfatos a e p, com a liberagao de PP^ (Figura 13-20). 
As unidades monomericas transferidas para o polimero em 
crescimento nessas reagoes sao adenilato (AMP), guanilato 
(GMP), citidilato (CMP) ou uridilato (UMP) para a sinte¬ 
se de RNA, e sens analogos desoxi (com TMP no lugar de 
UMP) para a sintese de DNA. Como mencionado anterior- 
mente, a ativagao dos aminoacidos para a sintese de pro- 
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QUADR013-1 Lampejos dos vaga-lumes: indicadores incandescentes de ATP 


A bioluminescencia requer consideraveis quantidades de 
energia. No vaga-lume, o ATP e utilizado em um gmpo 
de reagoes que convertem energia qmmica em energia 
luminosa. Em 1950, a partir de milhares de vaga-lumes 
coletados por criangas em Baltimore e arredores, William 
McElroy e sens colaboradores da Universidade Johns 
Hopkins isolaram os principals componentes bioquimi- 
cos: a luciferina (hcido carboxilico complexo) e a luci- 
ferase (enzima). A geragao de um lampejo de luz requer 
a ativagao de luciferina por uma reagao enzimatica en- 
volvendo a clivagem de pirofosfato do ATP para formar 
luciferil-adenilato (Figura Q-1). Na presenga de oxigenio 
molecular e luciferase, a luciferina sofre descarboxilagao 
oxidativa, um processo em varias etapas, formando oxi- 
luciferina. Esse processo e acompanhado pela emissao 


de luz. A cor do lampejo de luz difere de acordo com a 
especie de vaga-lume e parece ser determinada por di- 
ferengas na estrutura da luciferase. A luciferina e rege- 
nerada a partir da oxiluciferina, em uma serie de reagoes 
subsequentes. 

No laboratorio, a luciferina e a luciferase purificadas 
de vaga-lume sao utilizadas para medir quantidades mui- 
to pequenas de ATP atraves da intensidade de luz produ- 
zida. Quantidades tao pequenas quanto alguns picomoles 
(10”^^ mol) de ATP podem ser detectados dessa forma. 
A tecnica de pirossequenciamento de DNA e baseada 
em flashes de luz originarios da reagao da luciferina- 
-luciferase para detectar a presenga de ATP apos a adi- 
gao de nucleotideos a uma fita de DNA em crescimento 
(Ver Figura 9-25). 



Vaga-lume, besouro da familia Lampyridae. 



FIGURA Q-1 Componentes importantes no cicio de bioluminescencia do vaga-lume. 


teinas envolve a doagao de grupos adenilil do ATP, e o Ca- 
pitulo 27 mostra que varias etapas da sintese de proteinas 
no ribossomo tambem sao acompanhadas pela hidrolise de 
GTP Em todos esses cases, a quebra exergonica de um nu- 
cleosideo-trifosfato esta acoplada ao processo endergonico 
de sintetizar um polimero de sequencia especifica. 

0 ATP fornece energia para o transporte ativo e a 
contra^ao muscular 

0 ATP e capaz de fornecer energia para transportar um 
ion ou uma molecula, por uma membrana, para outro com- 
partimeuto aquoso, oude sua couceutragao e mais elevada 
(ver Figura 11-38). Os processes de transporte sao os prin¬ 
cipals cousumidores de energia; nos rius e no cerebro hu¬ 


mane, por exemplo, dois tergos da energia consumida quan- 
do em repouso sao usados para bombear Na^ e atraves 
da membrana plasmatica por meio da Na^K^ - ATPase. 0 
transporte de Na"^ e e movido por fosforilagao e desfos- 
forilagao ciclica da proteiua trausportadora, seudo o ATP o 
deader de grupo fosforil. A fosforilagao dependente de Na^ 
da Na^K^-ATPase induz uma alteragao na conformagao da 
proteiua, e a desfosforilagao dependente de favorece o 
retoruo a conformagao original. Cada cicio no processo de 
transporte resulta na couversao de ATP em ADP e P^, seudo 
a variagao da energia livre da hidrolise do ATP respousavel 
pelas alteragoes ciclicas na conformagao da proteiua que re- 
sultam no bombeamento eletrogenico de Na^ e K"^. Note que, 
uesse case, o ATP iuterage covaleutemente pela trausferen- 
cia de grupo fosforil para a enzima, e uao para o substrate. 
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No sistema contratil das celulas do musculo esqueletico, 
a miosina e a actina sao protemas especializadas em trans- 
duzir a energia quimica do ATP em movimento (ver Figura 
5-31). 0 ATP liga-se fortemente, mas nao covalentemente, 
a uma determinada conformagao da miosina, mantendo a 
proteina nessa conformagao. Quando a miosina catalisa a 
hidrolise do ATP ligado, ADP e P^ se dissociam, permitindo 
o relaxamento da proteina em uma segunda conformagao 
ate que outra molecula de ATP se ligue. A ligagao e a subse- 
quente hidrolise do ATP (pela miosina-ATPase) fornecem 
a energia que impulsiona as mudangas ciclicas na confor¬ 
magao da cabega de miosina. A variagao na conformagao de 
muitas moleculas de miosina individuais resulta no desliza- 
mento das fibras de miosina ao longo dos filamentos de ac¬ 
tina (ver Figura 5-30), o que leva a contragao macroscopica 
da fibra muscular. Como mencionado anteriormente, essa 
produgao de movimento mecanico com o gasto de ATP e 
um dos poucos casos em que a hidrolise de ATP por si, e 
nao a transference de grupos do ATP, e a fonte da energia 
quimica em um processo acoplado. 

As transfosforila^es entre nucleoti'deos ocorrem em 
todos ostiposcelulares 

Embora o ATP tenha sido focalizado como a moeda energe- 
tica da celula e o doador de grupos fosforil, todos os outros 
nucleosideos-trifosfato (GTP, UTP e CTP) e todos os deso- 
xinucleotideos-trifosfato (dATP, dGTP, dTTP e dCTP) sao 
energeticamente equivalentes ao ATP. As variagoes de ener¬ 
gia livre padrao associadas a hidrolise de suas ligagoes fos- 
foanidrida sao praticamente identicas aquelas do ATP, mos- 
tradas na Tabela 13-6. Na preparagao para as suas diferentes 
fungoes biologicas, esses outros nucleotideos sao gerados 
e mantidos na forma de nucleosideos-trifosfato (NTP) por 
transference de grupo fosforil aos nucleosideos-difosfato 
correspondentes (NDP) e nucleosideos-monofosfato (NMP). 

0 ATP e o principal composto de fosfato de alta ener¬ 
gia produzido pelo catabolismo nos processos de glicolise, 
fosforilagao oxidativa e, nas celulas fotossinteticas, foto- 
fosforilagao. Diversas enzimas sao capazes de transportar 
grupos fosforil do ATP para outros nucleosideos. A nucle- 
osideo-difosfato-cinase, encontrada em todas as celulas, 
catalisa a reagao 

ATP + NDP (ou dNDP) ADP + NTP (ou dNTP) 

AG'° = 0 


Embora essa reagao seja totalmente reversivel, a relagao 
[ATP]/[ADP] relativamente alta nas celulas em geral im¬ 
pulsiona a reagao para a direita, com a formagao liquida 
de NTP e dNTP. Na realidade, a enzima catalisa a transfe¬ 
rence de grupo fosforil em duas etapas, constituindo um 
exemplo classico de um mecanismo de deslocamento du- 
plo (pingue-pongue) (Figura 13-21; ver tambem Figura 
6-13b). Primeiramente, a transference de um grupo fosfo¬ 
ril do ATP ao residuo de His do sitio ativo gera um interme- 
diario fosfoenzima; a seguir, o grupo fosforil e transferido 
do residuo de His para um receptor NDP. Como a enzima 
nao e especifica para a base do NDP e funciona igualmente 
bem sobre dNDP e NDP, ela pode sintetizar todos os NTP e 
dNTP, desde que sejam fornecidos os NDP corresponden¬ 
tes e uma fonte de ATP. 

A transference de grupos fosforil do ATP resulta em 
um acumulo de ADP; por exemplo, quando o musculo esta 
contraindo vigorosamente, ADP se acumula e interfere 
com a contragao dependente de ATP. Durante periodos de 
intensa demanda por ATP, a celula reduz a concentragao 
de ADP e, ao mesmo tempo, repoe ATP pela agao da ade- 
nilato-cinase: 

2ADP V - " ATP + AMP AG'° 0 

Esta reagao e totalmente reversivel, de modo que, apos o 
termino da demanda intensa por ATP, a enzima pode reci- 
clar AMP convertendo-o em ADP, que pode ser, entao, fos- 
forilado a ATP na mitocondria. Uma enzima semelhante, a 
guanilato-cinase, converte GMP em GDP com gasto de ATP. 
Por meio de vias como essas, a energia conservada na pro¬ 
dugao catabolica de ATP e utilizada para suprir a celula com 
todos os NTP e dNTP necessarios. 

A fosfocreatina (PCr; Figura 13-15), tambem chamada 
de creatina-fosfato, atua como uma fonte imediata de gru¬ 
pos fosforil para a sintese rapida de ATP a partir de ADP. 
A concentragao de PCr no musculo esqueletico e de cerca 
de 30 mM, quase 10 vezes a concentragao de ATP, e em 
outros tecidos como musculo liso, cerebro e rins a [PCr] e 
de 5 a 10 mM. A enzima creatina-cinase catalisa a reagao 
reversivel 

ADP + PCr V ^ ATP + Cr AG'° = -12,5 kJ/mol 

Quando uma subita demanda por energia esgota o ATP, o 
reservatorio de PCr e utilizado para a reposigao de ATP a 
uma velocidade consideravelmente maior do que a sintese 
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Pingue Pongue 



Nucleosideo 
(qualquer NTP ou dNTP) 


Adenosina —® 
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FIGURA 13-21 O mecanismo pingue-pongue da nucleosideo-difosfato-cinase. A enzima liga 
seu primeiro substrate (ATP em nosso exemplo), e um grupo fosforil e transferido para a cadeia lateral de 
um residuo de His. 0 ADP sai, e outro nucleosideo (ou desoxinucleosideo) difosfato o substitui, sendo 
convertido ao trifosfato correspondente por transferencia do grupo fosforil do residuo fosfo-histidina. 
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de ATP pelas vias catabolicas. Quando a demanda por ener- 
gia diminui, o ATP produzido por catabolismo e utilizado 
para reconstituir o reservatorio de PCr pela reagao inversa 
da creatina-cinase (ver Quadro 23-2). Os organismos infe- 
riores utilizam outras moleculas semelhantes a PCr (coleti- 
vamente chamadas de fosfagenos) como reservatorios de 
grupos fosforil. 


0 polifosfato inorganico e urn doador potencial de grupo 
fosforil 


0 polifosfato inorganico, poliP (on [poliP]^, no qual n e o 
numero de residues ortofosfatos) e um polimero linear, 
composto de dezenas on centenas de residues de P^ li- 
gados por meio de ligagoes fosfoanidrido. Esse polimero, 
presente em todos os organismos, pode acumular-se em 
niveis elevados em algumas celulas. Em leveduras, por 
exemplo, a quantidade de poliP acumulada nos vacuoles 
representaria, se distribuida uniformemente por toda ce- 
lula, uma concentragao de 200 mul (Compare com as con- 
centragoes de outros doadores de grupos fosforil listados 
na Tabela 13-5.) 


0 0 0 0 0 

II II II II II 
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Polifosfato inorganico (poliP) 


Uma fungao potencial do poliP e atuar como fosfage- 
no, um reservatorio de grupos fosforil que pode ser usado 
para gerar ATP, assim como a creatina-fosfato e utilizada 
no musculo. 0 poliP tern, aproximadamente, o mesmo 
potencial de transferencia de grupo fosforil que o PP^. 
0 polifosfato mais curto, PP^ (?i = 2), pode atuar como 
fonte de energia para o transporte ativo de atraves 
da membrana do vacuolo em celulas vegetais. 0 PP^ e o 
doador de grupo fosforil para pelo menos uma forma da 
enzima fosfofrutocinase em plantas, uma fungao exercida 
por ATP em animals e microbios (p. 550). A descoberta 
de altas concentragoes de poliP em condensados vulcani- 
cos e em fontes de vapor sugere que ele pode ter servido 
como fonte de energia em tempos prebioticos e na evolu- 
gao celular inicial. 

Em bacterias, a enzima polifosfato-cinase-1 (PPK-1) 
catalisa a reagao reversivel 

ATP + (poliP)^ V ^ ADP + (poliP)^+i 


AG'° = -20kJ/mol 


por um mecanismo envolvendo um intermediario fosfo- 
-histidina ligado a enzima (lembre-se do mecanismo da nu- 
cleosideo-difosfato-cinase, descrito na Figura 13-21). Uma 
segunda enzima, a polifosfato-cinase-2 (PPK-2), catalisa 
a sintese reversivel de GTP (ou ATP) a partir de polifosfato 
eGDP (ouADP): 

GDP -E (poliP)^+i V GTP + (poliP)^ 


Imagina-se que a PPK-2 atue principalmente no sentido da 
sintese de GTP e ATP, e que a PPK-1 atue no sentido da 
sintese do polifosfato. PPK-1 e PPK-2 estao presentes em 
uma ampla variedade de bacterias, incluindo muitas espe- 
cies patogenicas. 

Em bacterias, os niveis elevados de poliP tern sido re- 
lacionados com a indugao da expressao de genes envoM- 
dos na adaptagao do organismo as condigoes de inanigao 
ou outras ameagas a sobrevivencia. Em Escherichia coli, 
por exemplo, ocorre o acumulo de poliP quando as celulas 
estao carentes de aminoacidos ou P^, e esse acumulo con- 
fere uma vantagem de sobrevivencia. A delegao dos genes 
que codificam as polifosfato-cinases reduz a capacidade de 
certas bacterias patogenicas de invadir os tecidos animals. 
Essas enzimas podem, portanto, ser alvos adequados no de- 
senvoMmento de novos antibioticos. 

Nenhum gene de levedura codifica uma proteina se- 
melhante a PPK; todavia, quatro genes - nao relacionados 
aos genes da PPK de bacterias - sao necessaries para a 
sintese do polifosfato. 0 mecanismo de sintese do polifos¬ 
fato em eucariotos parece ser bem diferente daquele em 
bacterias. 

RESUM013.3 Transferencia de grupos fosforil e ATP 

► 0 ATP e a conexao quimica entre catabolismo e ana- 
bolismo. Ele e a moeda energetica das celulas vivas. A 
conversao exergonica de ATP em ADP e P^, ou em AMP 
e PP^, esta acoplada a muitas reagoes e processes en- 
dergonicos. 

► A hidrolise direta de ATP e a fonte de energia em al- 
guns processes impulsionados por mudangas conforma- 
cionais, mas em geral nao e a hidrolise de ATP e sim a 
transferencia de um grupo fosforil, pirofosforil ou adeni- 
lil do ATP a um substrate ou a uma enzima que acopla a 
energia da quebra do ATP as transformagoes endergoni- 
cas de substrates. 

► Por meio dessas reagoes de transferencia de grupo, 
o ATP fornece energia para as reagoes anabolicas, in¬ 
cluindo a sintese de macromoleculas informacionais, 
e para o transporte de moleculas e ions atraves das 
membranas contra gradientes de concentragao e de 
potencial eletrico. 

► Para manter seu elevado potencial de transferencia de 
grupos, a concentragao de ATP deve ser mantida muito 
acima da concentragao de equilibrio das reagoes gera- 
doras de energia do catabolismo. 

► As celulas contem outros metabolitos com energia livre 
de hidrolise elevada e negativa, incluindo fosfoenolpi- 
ruvato, 1,3-bifosfoglicerato e fosfocreatina. Esses com- 
postos de alta energia, como o ATP, possuem elevado 
potencial de transferencia de grupos fosforil. Os tioeste- 
res tambem possuem elevada energia livre de hidrolise. 

► 0 polifosfato inorganico, presente em todas as celulas, 
pode atuar como um reservatorio de grupos fosforil com 
elevado potencial de transferencia de grupos. 
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13.4 Reaves biologicas de oxida^ao-redu^ao 

A transferencia de grupos fosforil e uma caractenstica cen¬ 
tral do metabolismo. Igualmente importante e outro tipo de 
transferencia, a de eletrons nas reagoes de oxidagao-redu- 
gao. Essas reagoes envolvem a perda de eletrons por uma 
especie qmmica, que e oxidada, e o ganho de eletrons por 
outra especie, que e reduzida. 0 fluxo de eletrons nas rea¬ 
goes de oxidagao-redugao e responsavel, direta on indire- 
tamente, por todo trabalho realizado por organismos vivos. 
Em organismos nao fotossinteticos, as fontes de eletrons sao 
os compostos reduzidos (alimentos); em organismos fotos¬ 
sinteticos, 0 doador de eletrons inicial e uma especie quimi- 
ca excitada pela absorgao de luz. 0 caminho do fluxo de ele¬ 
trons no metabolismo e complexo. Os eletrons movem-se de 
diferentes intermediarios metabolicos para transportadores 
de eletrons especializados, em reagoes catalisadas enzima- 
ticamente. Os transportadores, por sua vez, doam eletrons 
para receptores com afinidade maior por eletrons, com a li- 
beragao de energia. As celulas contem uma grande varieda- 
de de transdutores moleculares de energia, que convertem 
a energia do fluxo de eletrons em trabalho util. 

Inicialmente sera discutido como o trabalho pode ser 
realizado por uma forga eletromotriz, considerando em se- 
guida as bases teoricas e experimentais para medir as va- 
riagoes de energia em reagoes de oxidagao, em termos de 
forga eletromotriz, e a relagao entre essa forga, expressa 
em volts, e a variagao de energia livre, expressa em joules. 
Para finalizar, serao descritas as estruturas e a qmmica da 
oxidagao-redugao dos transportadores especializados de 
eletrons mais comuns, os quais voce encontrara repetida- 
mente nos capitulos seguintes. 

0 fluxo de eletrons pode realizar trabalho biologico 

Sempre que se usa um motor eletrico, uma lampada on um 
aquecedor eletrico, on ainda quando uma faisca promove a 
combustao da gasolina em um motor de automoveis, usa-se o 
fluxo de eletrons para realizar trabalho. No circuito que forne- 
ce energia a um motor, a fonte de eletrons pode ser uma bate- 
ria contendo duas especies quimicas com afinidades diferen¬ 
tes por eletrons. Os fios eletricos proporcionam um caminho 
para o fluxo dos eletrons entre as especies quimicas localiza- 
das em um polo da bateria, por meio do motor, ate as especies 
quimicas localizadas no outro polo da bateria. Como as duas 
especies quimicas diferem em suas afinidades por eletrons, 
eles fluem espontaneamente ao longo do circuito, impulsiona- 
dos por uma forga proporcional a diferenga de afinidade por 
eletrons, a forga eletromotriz (fern). A fern (geralmente al- 
guns volts) e capaz de realizar trabalho caso um transdutor de 
energia apropriado - nesse caso um motor - seja incluido no 
circuito. 0 motor pode ser acoplado a uma grande variedade 
de equipamentos mecanicos para realizar trabalho util. 

As celulas vivas tern um “circuito” biologico analogo, 
com compostos relativamente reduzidos, por exemplo a gli- 
cose, como fonte de eletrons. A medida que a glicose e enzi- 
maticamente oxidada, os eletrons liberados fluem de modo 
espontaneo por uma serie de intermediarios transportado¬ 
res de eletrons para outras especies quimicas, como o Og. 
Esse fluxo de eletrons e exergonico, ja que o Og tern maior 
afinidade por eletrons do que os intermediarios transpor¬ 


tadores de eletrons. A fern resultante fornece energia para 
uma grande variedade de transdutores moleculares de 
energia (enzimas e outras proteinas) que realizam trabalho 
biologico. Na mitocondria, por exemplo, enzimas ligadas a 
membrana acoplam o fluxo de eletrons a produgao de uma 
diferenga de pH transmembrana, alem de um potencial ele¬ 
trico transmembrana, realizando trabalho osmotico e ele¬ 
trico. 0 gradiente de protons assim formado tern energia 
potencial, algumas vezes chamada de forga proton-motriz, 
em analogia a forga eletromotriz. Outra enzima, a ATP- 
-sintetase localizada na membrana interna da mitocondria, 
usa a forga proton-motriz para realizar trabalho quimico: a 
sintese de ATP a partir de ADP e P^ a medida que os protons 
fluem espontaneamente atraves da membrana. Similarmen- 
te, enzimas localizadas na membrana em A', coli convertem 
fern em forga proton-motriz, que e posteriormente utiliza- 
da para impulsionar o movimento flagelar. Os principios da 
eletroqmmica que governam as variagoes de energia nos 
circuitos macroscopicos, como um motor eletrico e uma ba¬ 
teria, se aplicam com a mesma validade para processos mo¬ 
leculares associados ao fluxo de eletrons em celulas vivas. 

As reagoes de oxida^o-redu^ao podem ser descritas 
como semirrea^oes 

Embora a oxidagao e a redugao ocorram em conjunto, para 
descrever a transferencia de eletrons e conveniente consi- 
derar as duas metades de uma reagao de oxidagao-redugao 
separadamente. Por exemplo, a oxidagao do ion ferro pelo 
ion cobre, 

Fe""'" + Cu'"'" Fe'’'" + Cu"" 

pode ser descrita nos termos de duas semirreagoes: 

(1) Fe""" Fe®^ + 

(2) + e~ Cu"^ 

A molecula doadora de eletrons em uma reagao de oxida¬ 
gao-redugao e chamada de agente redutor, on simplesmen- 
te redutor; a molecula receptora de eletrons e o agente 
oxidante, on simplesmente oxidante. Determinado agente, 
como um ion ferro, que existe no estado ferroso (Fe^^) on 
ferrico (Fe^^), atua como par conjugado oxidante-redutor 
(par redox), assim como um acido e a base correspondente 
atuam como par conjugado acido-base. Lembre-se do Capi- 
tulo 2 que existe uma equagao geral das reagoes acidoba- 
sicas: doador de proton + aceptor de proton. Nas 

reagoes redox existe uma equagao geral similar: doador de 
eletrons (redutor) + aceptor de eletrons (oxidan¬ 

te). Na semirreagao reversivel acima (1), Fe^^ e o doador 
de eletrons e Fe^^ e o aceptor de eletrons: juntos, Fe^^ e 
Fe^^ constitnem um par conjugado redox. 

As transferencias de eletrons nas reagoes de oxidagao- 
-redugao de compostos organicos nao sao fundamental- 
mente diferentes daquelas das especies inorganicas. Consi- 
dere a oxidagao de um agucar redutor (um aldeido on uma 
cetona) pelo ion cobre: 

A A 

R-C + 40 H^ + 2 Cu^+ ^ R-C + CugO + 2H2O 
H OH 
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Esta equagao global pode ser expressa como duas se- 
mirreagoes: 

(1) R-C + 20H“ ^ R-C + 2e“ + HgO 

H OH 

(2) 2Cv?^ + 2e“ + 20H“ ^ CuaO + H 2 O 

Como sao removidos dois eletrons do carbono do aldeido, 
a segunda metade da reagao (a redugao por um eletron do 
ion cuprico a cuproso) deve ser multiplicada por dois para 
equilibrar a equagao global. 

As oxidates biologicas frequentemente envolvem 
desidrogena^o 

Nas celulas vivas, o carbono encontra-se em diferentes es- 
tados de oxidagao (Figura 13-22). Quando um atomo de 
carbono compartilha um par de eletrons com outro atomo 
(normalmente H, C, S, N ou 0), o compartilhamento e de- 
sigual, em favor do atomo mais eletronegativo. A ordem 
crescente de eletronegatividade eH<C<S<N<0. De 
forma muito simplificada, porem util, o atomo mais eletro¬ 
negativo “possui” os eletrons da ligagao que ele comparti¬ 
lha com o outro atomo. Por exemplo, no metano (CH 4 ), o 
carbono e mais eletronegativo que os quatro hidrogenios 
ligados a ele, portanto o atomo de carbono “possui” os oito 
eletrons da ligagao (Figura 13-22). No etano, os eletrons 
da ligagao C—C sao igualmente compartilhados, portanto 
cada atomo de carbono “possui” apenas sete dos sens oito 
eletrons de ligagao. No etanol, C-1 e menos eletronegativo 
que o oxigenio ao qual ele esta ligado, e assim o atomo de 
0 “possui” os dois eletrons da ligagao C—0, deixando C-1 
com apenas cinco eletrons de ligagao. Com a perda formal 
de cada um dos eletrons “possuidos”, o atomo de carbono 
sofre oxidagao - mesmo quando o oxigenio nao esta envol- 
vido, como na conversao de um alcano (—CHg—CHg—) 
em um alceno (—CH=CH—). Neste caso, a oxidagao 
(perda de eletrons) coincide com a perda de hidrogenio. 
Em sistemas biologicos, como mencionado anteriormen- 
te neste capitulo, a oxidagao muitas vezes e sinonimo de 
desidrogenagao, e muitas enzimas que catalisam reagoes 
de oxidagao sao desidrogenases. Note que os compostos 
mais reduzidos na Figura 13-22 (superior) sao mais ricos 
em hidrogenio do que em oxigenio, enquanto os compos¬ 
tos mais oxidados (inferior) contem mais oxigenios e me¬ 
nos hidrogenios. 

Nem todas as reagoes de oxidagao-redugao envolvem 
carbono. Por exemplo, na conversao de nitrogenio mole¬ 
cular em amonia, 6 H^ + + Ng 2 NH 3 , os atomos de 

nitrogenio sao reduzidos. 

Os eletrons sao transferidos de uma molecula (doadora 
de eletrons) para outra (aceptora de eletrons) por meio de 
uma das quatro vias: 

1. Diretamente como eletrons. Por exemplo, o par re¬ 
dox Fe^^/Fe^^ pode transferir um eletron para o par 
redox CuVCu^^: 

Fe^^ + Cu^^ Fe^^ + Cu"" 


H 

Metano H:C:H 8 

H 


H H 


Etano 

H:C:C:H 

(alcano) 

H H 


H H 

Eteno 

: c: : c: 

(alceno) 

H ■ H 


H H 


Etanol 

(alcool) 


H:C:C:0:H 
H H 


7 


6 


5 


Acetileno 

(alcino) 


H:C:::C:H 5 


Formaldeido 


Acetaldeido 

(aldeido) 


Acetona 

(cetona) 


H 

;c::o: 

H' 


H:C :C’: 

H ‘‘O: 

H O' H 
H:C :C :C:H 


H H 


4 


3 


2 


Acido formico 

(acido carboxilico) ^ 

■ 'h 


Monoxido : C : : : O : 2 

de carbono 


Acido acetico 

(acido carboxilico) H: C : C 
H 


. 6 : 

;'o‘: 

H 


1 


Dioxido de O : : C : : O! 0 

carbono 

FIGURA 13-22 Diferentes nfveis de oxidagao dos compostos de car¬ 
bono na biosfera. Para aproximar o nivel de oxidagao desses compostos, 
concentre-se no atomo de carbono em vermelho e em seus eletrons de liga¬ 
gao. Quando este carbono estiver ligado a um atomo de H, menos eletrone¬ 
gativo, os dois eletrons da ligagao (em vermelho) serao cedidos ao carbono. 
Quando o carbono estiver ligado a outro carbono, os eletrons da ligagao se¬ 
rao igualmente compartilhados, de modo que um dos dois eletrons e cedido 
ao carbono em vermelho. Quando o carbono em vermelho estiver ligado a 
um atomo de 0, mais eletronegativo, os eletrons da ligagao sao cedidos ao 
oxigenio. 0 numero a direita de cada composto e o numero de eletrons"per- 
tencentes"ao carbono em vermelho, uma expressao aproximada do grau de 
oxidagao de cada composto. A medida que o carbono em vermelho sofre 
oxidagao (perde eletrons), o numero torna-se menor. Assim, o estado de oxi¬ 
dagao aumenta da parte superior para a inferior da lista. 
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2. Como dtomos de hidrogenio. Lembre-se que o ato- 
mo de hidrogenio consiste em um proton (H^) e um 
unico eletron Neste caso, a equagao geral e 

AH 2 A + 2e“ + 2H^ 

onde AHg e o doador de hidrogenio/eletron. (Nao 
confunda a reagao acima com a dissociagao de um 
acido que envolve um proton e nenhum eletron.) 
AHg e A juntos constitnem um par conjugado redox 
(A/AHg), o qual e capaz de reduzir outro composto 
B (on par redox, B/BHg) por transferencia de ato- 
mos de hidrogenio: 

ah'" + B A + Brf 

3. Como um ion hidreto C-H~), o qual contem dois 
eletrons. Isso ocorre no caso de desidrogenases li- 
gadas a NAD, descritas posteriormente. 

4. Pela comhinagdo direta com oxigenio. Neste 
caso, o oxigenio combina com um redutor organico 
e e covalentemente incorporado no produto, como 
na oxidagao de um hidrocarboneto em um alcool: 

R—CHg + -> R—CH 2 ->OH 

0 hidrocarboneto e o doador de eletrons e o atomo 
de oxigenio e o aceptor de eletrons. 

Todos os quatro tipos de transferencia de eletrons ocor- 
rem nas celulas. 0 termo equivalente redutor e comu- 
mente usado para designar um unico equivalente eletroni- 
co que participa de uma reagao de oxidagao-redugao, nao 
importando se este equivalente e um eletron em si, parte 
de um atomo de hidrogenio ou mesmo um ion hidreto, ou 
ainda se a transferencia do eletron ocorre em uma rea¬ 
gao com oxigenio gerando um produto oxigenado. Como 
as moleculas combustiveis biologicas geralmente sofrem 
desidrogenagao enzimatica perdendo dois equivalentes 
redutores de cada vez, e ja que cada atomo de oxigenio e 
capaz de receber dois equivalentes redutores, os bioqui- 
micos, por convengao, referem-se a unidade de oxidagao 
biologica como dois equivalentes redutores que passam do 
substrato para o oxigenio. 

Os potenciais de redu^ao medem a afinidade por 
eletrons 

Quando dois pares conjugados redox estao juntos em so- 
lugao, a transferencia de eletrons do par doador para o par 
aceptor pode ocorrer espontaneamente. A tendencia para 
que a reagao ocorra depende da afinidade relativa do acep¬ 
tor de eletrons de cada par redox pelos eletrons. 0 poten- 
cial de redugao padrao, E°, a medida (em volts) dessa 
afinidade, pode ser determinado em um experimento como 
o descrito na Figura 13-23. Os eletroquimicos escolheram 
como um padrao de referencia a semirreagao 

+ e“-^ IH2 

Ao eletrodo em que essa semirreagao ocorre (chamado 
semicelula) e atribuido arbitrariamente um potencial de 
redugao padrao E° = 0,00 V. Quando esse eletrodo de hi- 


Aparelho para 
medir a fern 



Celula de referencia conn fenn 
conhecida: o eletrodo de 
hidrogenio com H 2 gasoso a 
pressao de 101,3 kPa esta em 
equilibrio com o eletrodo 
contendo H+1 m. 


Celula de teste contendo 
concentra^oes de 1 m das 
especies oxidadas e 
reduzidas do par redox a 
ser examinado. 


FIGURA 13-23 Medida do potencial de redugao padrao {E'°) de um 
par redox. Os eletrons fluem do eletrodo de teste para o eletrodo de refe¬ 
rencia, ou vice-versa. A semicelula de referencia e o eletrodo de hidrogenio, 
como representado aqui, a pH zero. A forqa eletromotriz (fern) deste eletrodo 
e designada 0,00 V. Em pH 7,0 (25°C) na celula de teste, o E'° do eletrodo de 
hidrogenio e -0,414 V. 0 sentido dofluxo dos eletrons depende da "pressao" 
relativa dos eletrons ou do potencial das duas celulas. Uma ponte salina con¬ 
tendo uma solupao de KCI saturada fornece um caminho para o movimento 
dos ions entre a celula de teste e a celula de referencia. A partir da fern ob- 
servada e a fern conhecida da celula de referencia, o aparelho e capaz de 
medir a fern da celula de teste contendo o par redox. A celula que recede os 
eletrons tern, por convengao, o potencial de redugao mais positivo. 


drogenio esta conectado por meio de um circuito exter- 
no a outra semicelula em que as especies oxidadas e suas 
especies reduzidas correspondentes estao presentes em 
concentragoes-padrao (25°C, cada soluto a 1 m, e cada gas 
a 101,3 kPa), os eletrons tendem a fluir pelo circuito ex- 
terno, partindo da semicelula de menor valor de E° para 
a semicelula de maior valor de E°. Por convengao, a uma 
semicelula que retira eletrons de uma celula padrao de hi¬ 
drogenio e designado um valor positivo deE°,e aquela que 
doa eletrons para a celula de hidrogenio, um valor negati- 
vo. Quando duas semicelulas estao conectadas, aquela com 
maior valor de E° (mais positiva) sera reduzida; ela tern o 
maior potencial de redugao. 

0 potencial de redugao de uma semicelula nao depen¬ 
de apenas das especies qmmicas presentes, mas tambem 
de suas atividades, estimadas por suas concentragoes. 
Ha aproximadamente um seculo, Walther Nernst derivou 
uma equagao que relaciona o potencial de redugao pa¬ 
drao (A’°) ao potencial de redugao real (E') em qualquer 
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concentragao das especies oxidadas e reduzidas em uma 
celula viva: 


E = E° + — \a 
nj 


[eletron aceptor] 
[eletron doador] 


(13-5) 


onde R eT tern seus significados usuais, n e o numero de 
eletrons transferidos por molecula, e J e a constante de 
Faraday (Tabela 13-1). A 298 K (25°C), essa expressao 
reduz-se a 


E = E° + 


0,026V 

-In 

n 


[eletron aceptor] 
[eletron doador] 


(13-6) 


CONVEN^AO-CHAVE: Muitas semirreagoes de interesse dos bio- 
quimicos envolvem protons. Como na definigao de AG'°, 
os bioqmmicos definem o estado-padrao para as reagoes 
de oxidagao-redugao como pH 7 e expressam como poten- 
cial de redugao padrao transformado, A''°, o potencial de 
redugao padrao a pH 7 e 25°C. Por convengao, o AA''° para 
qualquer reagao redox e dado pelo valor de E’° do aceptor 
de eletrons menos o valor de A''° do doador de eletrons. ■ 


Os potenciais de redugao padrao apresentados na Tabe¬ 
la 13-7 e utilizados ao longo deste livro sao valores deE'°, 
sendo assim validos apenas para sistemas em pH neutro. 
Cada valor representa a diferenga de potencial quando o 
par conjugado redox, em concentragoes de 1 m, 25°C e pH 
7, esta conectado com o eletrodo-padrao de hidrogenio (pH 
0). Note na Tabela 13-7 que, quando o par conjugado 2H^/ 
H 2 em pH 7 esta conectado com o eletrodo-padrao de hidro¬ 
genio (pH 0), os eletrons tendem a fluir partindo da celula 
com pH 7 para a celula-padrao (pH 0); o valor de E'° para o 
par 2H"‘/H2 e -0,414 V. 


Os potenciais de reduce padrao podem ser usados para 
calcular a varia^ao de energia livre 

Por que os potenciais de redugao sao tao uteis para os bioqm¬ 
micos? Quando os valores de E sao determinados para duas 
semicelulas quaisquer, em relagao ao eletrodo-padrao de hi¬ 
drogenio, tambem sao conhecidos os potenciais de redugao 
de uma semicelula em relagao a outra. Assim, e possivel pre- 
dizer o sentido em que os eletrons tenderao a fluir quando as 
duas semicelulas estao conectadas por um circuito externo 
ou quando os componentes das duas semicelulas estao pre- 
sentes na mesma solugao. Os eletrons tendem a fluir para a 
celula com o valor de E mais positive, e a intensidade dessa 
tendencia e proporcional a diferenga no potencial de redu¬ 
gao, AA'. A energia que se torna disponivel por esse fluxo de 
eletrons espontaneo (a variagao de energia livre, AG, para a 
reagao de oxidagao-redugao) e proporcional ao 

AG = -n JAE ou AG'° = -n J\E'° (13-7) 

onde e o numero de eletrons transferidos na reagao. Essa 
equagao permite calcular a variagao de energia livre real 
para qualquer reagao de oxidagao-redugao a partir dos va¬ 
lores de E'° apresentados em uma tabela de potenciais de 
redugao (Tabela 13-7) e das concentragoes das especies 
envoMdas na reagao. 


TABELA 13-7 


Potenciais de redugao padrao de algumas semirrea^es de 
importanda biologica 


Semirrea^ao 


1/2O2 + + 2 c“-> H2O 

+ c"-> 

NO~ + 2H^ + 2c" - 

Citocromo / (Fe^^) + c"- 

citocromo / (Fe^^) 

Fe (CN)g" (ferricianeto) + e~ - >Fe (CN)g" 

Citocromo (Fe^^) + e~ - 

citocromo (Fe^^) 

O 2 + 2H^ + 2c“->H202 

Citocromo a (Fe^^) + e~ - 

citocromo a (Fe^^) 

Citocromo c (Fe^"^) + e~ -> 

citocromo c (Fe^^) 

Citocromo (Fe^^) + e~ - 

citocromo (Fe^^) 

Citocromo b (Fe^"^) + e~ -> 

citocromo b (Fe^^) 

Ubiquinona + 2H^ + 2e~ -> ubiquinol + H 2 

Fumarato^" + 2H^ + 2c ~-> sucemato^” 

2H^ + 2c~-> H 2 (em condigoes padrao, pH 0) 

Crotonil-CoA + 2H^ + 2c"-> butiril-CoA 

Oxaloacetato^" + 2H^ + 2c"-> malato^" 

Piruvato" + 2H^ + 2c"-> lactato" 

Acetaldeido + 2H^ + 2c"-> etanol 

FAD+ 2H^ + 2c"-> FADH 2 

Glutationa + 2H^ + 2c"-> 

2 glutationas reduzidas 

S + 2H^ + 2c"- >}l^S 

Acido lipoico + 2H^ + 2c"-> 

acido di-hidrolipoico 


NAD^ + 2H^ + 2c"-> NADH 

NADP^ + + 2c"-> NADPH 


Acetoacetato + 2H + 2c -> 

j8-hidroxibutirato 

a-cetoglutarato + CO^ + 2H^ + 2c" 
isocitrato 


2H^ + 2c" 


►H 2 (em pH 7) 


Ferredoxina (Fe^^) + c 


^ ferredoxina (Fe^^) 


rm 

0,816 

0,771 

0,421 

0,365 

0,36 

0,35 

0,295 

0,29 

0,254 

0,22 

0,077 

0,045 

0,031 

0,000 

-0,015 

-0,166 

-0,185 

-0,197 

-0,219* 

-0,23 

-0,243 

-0,29 

-0,320 

-0,324 

-0,346 

-0,38 

-0,414 

-0,432 


Fonte: Dados extraidos na maior parte de Loach, R. A. (1976), Handbook of 
Biochemistry and Molecular Biology, 3rd ed. (Fasman, G.D., ed.). Physical 
and Chemical Data, vol. 1, p. 122-130, CRC Press, Boca Raton, FL. 

* Este e o valor para FAD livre; FAD ligado a uma flavoprotema especifica (p. ex., 
succinato-desidrogenase) possui umE''° diferente que depende do ambiente em 
que a proteina esta. 
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PROBLEMA RESOLVID013-3 Calculo de e AG de uma reagao 

redox 


Calcule a variagao de energia livre padrao, AG'°, para a rea- 
gao em que o acetaldeido e reduzido pelo transportador de 
eletron biologico NADH: 

Acetaldeido + NADH + -> etanol + NAD^ 


Em seguida, calcule a variagao de energia livre real, AG, 
quando a [acetaldeido] e a [NADH] forem de 1 m, e a [etanol] 
e a [NAD^] forem de 0,1 m. As semirreagoes relevantes e 
sens valores de E'° sao: 

(1) Acetaldeido + 2H‘^ + 2e~ -> etanol 

E'^= -0,197 V 

(2) NAD"" + 2H^ + 2e“-> NADH + H"" 

E'^= -0,320 V 

Lembre-se que, por convengao, AE'° e o valor de E'° do 
aceptor de eletrons menos oE'° do doador de eletrons. 


Solu^ao: Como o acetaldeido e o aceptor dos eletrons (n = 2) 
vindos do NADH, AE'° = -0,197 V - (-0,320 V) = 0,123 
V Portanto, 

AG'°= -nJAE'^= -2(96,5 kJA^-mol)(0,123V) 

= -23,7kJ/mol 

Esta e a variagao de energia livre para a reagao de oxidagao- 
-redugao a 25°C e pH 7, quando acetaldeido, etanol, NAD^ 
e NADH estao presentes em concentragoes de 1,0 m. 

Para calcular o AG quando a [acetaldeido] e a [NADH] 
forem de 1 m e a [etanol] e a [NAD"^] forem de 0,1 m, utili- 
zam-se a Equagao 13-4 e a variagao de energia livre padrao 
calculada acima: 


AG = AG'° + RTIn 


= -23,7 kJ/mol 


[etanol] [NAD+] 
[acetaldeido] [NADH] 


(8,315 J/mol-K) (298 K) In 


(0,100 M) (0,100 M) 


(1,00 M)(1,00 M) 
= -23,7 kJ/mol + (2,48 J/mol) In 0,01 
= -35,1 kJ/mol 


Esta e a variagao de energia livre real dos pares redox nas 
concentragoes especificadas. 


A oxida^o celular da glicose em dioxido de carbono 
requer transportadores de eletrons especializados 

Os principles da energetica da oxidagao-redugao descritos 
anteriormente aplicam-se as muitas reagoes metabolicas 
que envolvem a transferencia de eletrons. Por exemplo, em 
muitos organismos, a oxidagao da glicose fornece energia 
para a sintese de ATP A oxidagao completa da glicose: 

CgH^gOe ^ GCOg + 6H2O 

apresenta um AG'° de —2.840 kJ/mol. Esse valor indica 
uma liberagao de energia livre muito maior do que a ne- 
cessaria para a sintese de ATP nas celulas (50 a 60 kJ/mol; 


ver Problema Resolvido 13-2). As celulas nao convertem 
glicose em COg em uma unica reagao com elevada liberagao 
de energia, mas sim por meio de uma serie de reagoes con- 
troladas, sendo que algumas delas sao oxidagoes. A energia 
livre liberada nessas etapas de oxidagao e da mesma ordem 
de magnitude que a necessaria para a sintese de ATP a par- 
tir de ADP, com alguma energia extra. Os eletrons removi- 
dos nessas etapas de oxidagao sao transferidos para coenzi- 
mas especializadas em transportar eletrons, como NAD^ e 
FAD (descritos a seguir). 

Alguns tipos de coenzimas e protemas servem como 
transportadores universais de eletrons 

0 grande numero de enzimas que catalisam as oxida¬ 
goes celulares direciona os eletrons das suas centenas de 
substrates diferentes para apenas alguns poucos tipos de 
transportadores de eletrons universais. A redugao desses 
transportadores em processes catabolicos resulta na con- 
versao de energia livre liberada pela oxidagao do substrate. 
NAD, NADP, FMN e FAD sao coenzimas soluveis em agua 
que sofrem oxidagoes e redugoes reversiveis em muitas das 
reagoes de transferencia de eletrons do metabolismo. Os 
nucleotideos NAD e NADP movem-se facilmente de uma 
enzima para outra; os nucleotideos de flavina FMN e FAD 
em geral sao fortemente ligados as enzimas, chamadas de 
flavoproteinas, para as quais eles servem de grupos pros- 
teticos. As quinonas lipossoluveis como a ubiquinona e a 
plastoquinona atuam como transportadores de eletrons e 
doadores de protons no meio nao aquoso das membranas. 
As proteinas ferro-enxofre e citocromos, as quais tern gru¬ 
pos prosteticos fortemente ligados e que sofrem oxidagao e 
redugao reversiveis, tambem atuam como transportadores 
de eletrons em muitas reagoes de oxidagao-redugao. Algu¬ 
mas dessas proteinas sao hidrossoluveis, enquanto outras 
sao perifericas ou integrals de membrana (ver Figura 11-7). 

Arremata este capitulo uma descrigao de algumas ca- 
racteristicas quimicas das coenzimas nucleotidicas e de al¬ 
gumas das enzimas (desidrogenases e flavoproteinas) que 
as utilizam. A quimica de oxidagao-redugao das quinonas, 
das proteinas ferro-enxofre e dos citocromos sera discutida 
no Capitulo 19. 

NADH e NADPH atuam com as desidrogenases como 
transportadores soluveis de eletrons 

0 dinucleotideo de nicotinamida-adenina (NAD, de nicoti¬ 
namide adenine dinucleotide; NAD^ na sua forma oxida- 
da) e seu analogo dinucleotideo de nicotinamida-adenina- 
-fosfato (NADP, de nicotinamide adenine dinucleotide 
phosphate; NADP'^ quando oxidado) sao constituidos de 
dois nucleotideos cujos grupos fosfato sao unidos por uma 
ligagao fosfoanidrido (Figura 13-24a). Como o anel de 
nicotinamida lembra a piridina, algumas vezes esses com- 
postos sao chamados de nucleotideos de piridina. A 
vitamina niacina e a fonte da porgao nicotinamida dessas 
moleculas. 

As duas coenzimas sofrem redugao reversivel do anel 
de nicotinamida (Figura 13-24). Enquanto uma molecula 
do substrato sofre oxidagao (desidrogenagao), liberando 
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NAD + 

(oxidado) 


OP 


OP 



No NADP^ este grupo hidroxil 
e esterificado com fosfato. 


(a) 



R Lado A R Lado B 


NADH 

(reduzido) 





FIGURA 13-24 NAD e NADP. (a) 0 dinucleotideo de nicotinamida- 
-adenina, NAD^, e seu analogo fosforilado NADP^ sofrem redugao a NADH 
e NADPH, recebendo um ion hidreto (dois eletrons e um proton) de um 
substrato oxidavel. 0 ion hidreto e adicionado tanto a porpao anterior (lado 
A) quando a porpao posterior (lado B) do anel planar da nicotinamida (ver 


Tabela 13-8). (b) Espectro de absorpao no UV de NAD^ e NADH. A redupao 
do anel de nicotinamida gera uma banda de absorpao ampla, com maximo 
em 340 nm. A produpao de NADH durante uma reapao enzimatica pode ser 
convenientemente monitorada observando-se o aparecimento da banda de 
absorpao em 340 nm (coeficiente de extinpao molar: £^ 34 ^ = 6.200 ivi”Vm”^). 


dois atomos de hidrogenio, a forma oxidada do nucleotideo 
(NAD^ ou NADP^) recede um ion hidreto (:H”, o equiva- 
lente a um proton e dois eletrons) e e reduzida (a NADH 
ou NADPH). 0 segundo proton retirado do substrato e li- 
berado para o solvente aquoso. As semirreagoes para esses 
cofatores nucleotidicos sao 

NAD"" + 2e“ + 2H^-> NADH + H"" 

NADP"" + 2e“ + 2H+-^ NADPH + 

A redugao de NAD^ ou NADP"^ converte o anel benzenoi- 
de da porgao nicotinamida (com uma carga positiva fixa 
no nitrogenio do anel) na forma quinoide (nitrogenio sem 
carga). Os nucleotideos reduzidos absorvem luz a 340 nm, 
mas as formas oxidadas nao (Figura 13-24b); essa diferenga 
na absorgao e utilizada pelos bioquimicos para analisar rea- 
goes envolvendo essas coenzimas. Note que o sinal positive 
nas abreviagoes NAD^ e NADP^ nao indica a carga liquida 
dessas moleculas (na realidade, ambas sao negativamente 
carregadas), mas sim que o anel de nicotinamida esta em 
sua forma oxidada, com uma carga positiva no atomo de 
nitrogenio. Nas abreviagoes NADH e NADPH, o “H” indica o 
ion hidreto adicionado. Para referir-se a esses nucleotideos 
sem especificar seu estado de oxidagao, utilizam-se NAD e 
NADP. 

A concentragao total de NAD"^ e NADH na maioria dos 
tecidos e de cerca de 10'^ m; a de NADP^ + NADPH e em 
torno de 10'® m. Em muitas celulas e tecidos, a relagao en- 
tre NAD^ (oxidado) e NADH (reduzido) e elevada, favore- 


cendo a transferencia do ion hidreto de um substrato para 
o NAD"^, formando NADH. Por outro lado, NADPH geral- 
mente esta presente em maior concentragao que NADP^, 
favorecendo a transferencia do ion hidreto do NADPH 
para um substrato. Isso reflete as fungoes metabolicas 
especializadas das duas coenzimas: NAD^ geralmente 
atua em oxidagoes - como parte de uma reagao catabo- 
lica; NADPH e a coenzima comum em redugoes - quase 
sempre como parte de uma reagao anabolica. Algumas en- 
zimas sao capazes de utilizar ambas as coenzimas, mas a 
maioria demonstra uma forte preferencia por uma em rela¬ 
gao a outra. Alem disso, os processos nos quais esses dois 
cofatores atuam sao segregados em celulas eucarioticas: 
por exemplo, a oxidagao de combustiveis como piruvato, 
acidos graxos e a-cetoacidos derivados dos aminoacidos 
ocorre na matriz mitocondrial, enquanto os processos 
biossinteticos redutores, como a sintese de acidos graxos, 
ocorrem no citosol. Essa especializagao funcional e de lo- 
calizagao permite que a celula mantenha dois grupos dis- 
tintos de transportadores de eletrons com duas fungoes 
tambem distintas. 

Sao conhecidas mais de 200 enzimas que catalisam rea- 
goes em que NAD^ (ou NADP^) recebem um ion hidreto 
de um substrato reduzido, ou reagoes em que NADPH (ou 
NADH) doam um ion hidreto a um substrato oxidado. As 
reagoes gerais sao: 

AH 2 + NAD"" -^ A + NADH + H^ 

A + NADPH + H+ -^ AH 2 + NADP^ 
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nas quais AHg e o substrate reduzido, e A e o substrate exi- 
dade. A nemenclatura geral para as enzimas desse tipe e 
oxidorredutase, tambem cemumente chamadas de desi- 
dregenases. Per exemple, a alceel-desidregenase catalisa a 
primeira etapa de catabelisme de etanel, em que e etanel e 
exidade a acetaldeide: 

CH3CH2OH + NAD-" -^ CH3CHO + NADH + H-" 

Etanol Acetaldeido 

Nete que um des atemes de carbene de etanel perdeu um 
hidregenie; e cempeste fei exidade de alceel a aldeide (ve- 
rifique nevamente na Figura 13-22 es estades de exidagae 
de carbene). 

Quande NAD^ eu NADP^ estiver reduzide, em princi- 
pie e len hidrete pederia ser transferide para qualquer um 
des lades de anel de nicetinamida: para a parte da frente 
(lade A) eu para a parte de tras (lade B), ceme represen- 
tade na Figura 13-24a. Estudes cem substrates marcades 
isetepicamente demenstraram que uma dada enzima pede 
catalisar transferencias de tipe A eu de tipe B, mas nunca 
ambas. Per exemple, a alceel-desidregenase de leveduras e 
a lactate-desidregenase de ceragae de vertebrades transfe- 
rem um ien hidrete para e (eu remevem um ien hidrete de) 
lade A de anel de nicetinamida; elas sae classificadas ceme 
desidregenases de tipe A, para distingui-las de eutre grupe 
de enzimas que transferem um ien hidrete para e (eu reme¬ 
vem um ien hidrete de) lade B de anel de nicetinamida (Ta- 
bela 13-8). A especificidade per um lade eu per eutre pede 
ser muite expressiva; per exemple, a lactate-desidregenase 
prefere e lade A, per um later de 5 X 10^! Os principles para 
essa preferencia tern ceme base a pesigae exata des grupes 
enzimatices envelvides na ligagae de hidregenie cem e gru¬ 
pe —CONHg da nicetinamida. 

A maieria das desidregenases que utilizam NAD eu 
NADP liga e cefater em um deminie preteice censervade 
chamade de estrutura de Ressmann (de Michael Ressmann, 
que deduziu a estrutura da lactate-desidregenase e fei e pri- 
meire a descrever esse metive estrutural). A estrutura de 
Ressmann censiste, geralmente, em uma felha (5 cem seis li¬ 
tas paralelas e quatre helices a asseciadas (Figura 13-25). 

A asseciagae entre a desidregenase e NAD eu NADP e 
relativamente fraca; a ceenzima difunde-se facilmente de 



FIGURA 13-25 A estrutura de Rossmann. Este motivo estrutural e en- 
contrado no sitio de ligagao a NAD de muitas desidregenases. (a) Consiste 
em um par de motives estruturalmente semelhantes (apenas um deles esta 
mostrado aqui), cada um contendo tres folhas jS paralelas e duas helices 
a (jS-a-jS-a-jS). (b) Dominio de ligagao ao nucleotideo da enzima lactato- 
-desidrogenase (derivado do PDB ID 3LDH) com NAD (estrutura em esfera-e- 
-bastao) ligado, em uma conformagao estendida, por ligagoes de hidrogenio 
e pontes salinas aos motives jS-a-jS-a-jS pareados da estrutura de Rossmann 
(sombras em vermelho e azul). 

uma enzima para a outra, atuando como transportador hi- 
drossoluvel de eletrons de um metabolite para outro. Por 


TABELA13-8 


Estereoespecificidade das desidregenases que utilizam NAD"^ ou NADP"^ como coenzimas 


Especificidade 
estereoquimica para 0 anel 

Enzima Coenzima de nicetinamida (A e B) 


Isocitrato-desidrogenase 

NAD^ 

A 

a-Cetoglutarato-desidrogenase 

NAD^ 

B 

Glicose-6-fosfato-desidrogenase 

NADP^ 

B 

Malato-desidrogenase 

NAD^ 

A 

Glutamato-desidrogenase 

NAD^ ou NADP^ 

B 

Gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase 

NAD^ 

B 

Lactato-desidrogenase 

NAD^ 

A 

Alcool-desidrogenase 

NAD^ 

A 
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exemplo, na produgao de alcool durante a fermentagao da 
glicose pelas celulas de leveduras, um ion hidreto e remo- 
vido do gliceraldeido-3-fosfato por uma enzima (a gliceral- 
deido-3-fosfato-desidrogenase, uma enzima tipo B) e trans- 
ferido para NAD^. 0 NADH produzido deixa a superficie da 
enzima e difunde-se para outra enzima (a alcool-desidro- 
genase, uma enzima tipo A), que transfere um ion hidreto 
para o acetaldeido, produzindo etanol: 

(1) Gliceraldeido-3-fosfato + NAD^ -> 

3-fosfoglicerato + NADH + 

(2) Acetaldeido + NADH + H^ -> etanol + NAD^ 

Soma: Gliceraldeido-3-fosfato + acetaldeido -> 

3 fosfoglicerato + etanol 

Note que na reagao global nao existe produgao ou consumo 
liquido de NAD^ ou NADH; as coenzimas atuam catalitica- 
mente e sao repetidamente recicladas sem variagao liquida 
na concentragao de NAD^ + NADH. 


A deficiencia de niacina na dieta, a forma vitaminica de 
NAD e NADP, causa pelagra 


Como mencionado no Capitulo 6, e ainda a ser esmiu- 
gado nos capitulos seguintes, a maioria das coenzimas 
e derivada de substancias chamadas de vitaminas. Os aneis 
semelhantes a piridina de NAD e NADP sao derivados da 
vitamina niacina (acido nicotinico; Figura 13-26), sinteti- 
zada a partir do triptofano. Os humanos geralmente sao in- 
capazes de sintetizar quantidades suficientes de niacina, 
em especial as pessoas com dieta pobre em triptofano (p. 
ex., o milho tern baixo conteudo de triptofano). A deficien¬ 
cia de niacina, que afeta todas as desidrogenases depen- 
dentes de NADCP), causa uma patologia humana grave cha- 
mada de pelagra (“pele aspera”, em italiano) e uma doenga 
relacionada, em caninos, chamada de lingua negra. Essa 
patologia e caracterizada pelos “tres D”: dermatite, diarreia 
e demencia, em muitos cases, seguidas de morte. Ha um 
seculo, a pelagra era uma doenga comum entre humanos; 


O 



Niacina 

(acido nicotinico) 



Nicotina 


O 

NH2 

Nicotinamida 





—CH—COO“ 


Triptofano 


FIGURA 13-26 Niacina (acido nicotinico) e seu derivado nicotinami- 

da. 0 precursor biossintetico desses compostos e o triptofano. No labora- 
torio, o acido nicotinico foi produzido, pela primeira vez, por oxidapao do 
produto natural, a nicotina - dai seu nome.Tanto o acido nicotinico quanto 
a nicotinamida sao capazes de curar a pelagra, mas a nicotina (do cigarro ou 
de outras fontes) nao tern atividade curativa. 


no sul dos Estados Unidos, onde 
o milho era a base da dieta, 
aproximadamente 100.000 pes¬ 
soas foram afetadas e em torno 
de 10.000 morreram em razao 
dessa doenga, entre 1912 e 
1916. Em 1920, Joseph Goldber- 
ger demonstrou que a pelagra e 
causada por uma deficiencia na 
dieta, e em 1937, Frank Strong, 
D. Wayne Woolley e Conrad 
Elvehjem identificaram a niaci¬ 
na como o agente curativo para 
a lingua negra. A suplementagao 
da dieta humana com esse pro¬ 
duto de baixo custo erradicou a 
pelagra nas populagoes do mun- 
do desenvolvido, com uma ex- 
cegao significativa: as pessoas 
que sofrem de alcoolismo, ou as 
que ingerem quantidades signi- 
ficativas de alcool. Nesses indi- 
viduos, a absorgao intestinal de 
niacina e muito reduzida, e as 
necessidades caloricas com fre- 
quencia sao supridas pelo alcool 
contido nas bebidas destiladas, 
praticamente destituidas de vi¬ 
taminas, inclusive niacina. Em 
algumas partes do mundo, in- 
cluindo o Deccan Plateau na In¬ 
dia, a pelagra ainda ocorre na 
populagao em geral, especial- 
mente entre pessoas que vivem 
na pobreza. ■ 

Os nucleoti'deos de flavina 
sao fortemente ligados as 
flavoprotemas 



Frank Strong, 1908-1993 



D. Wayne Woolley, 1914-1966 



As flavoprotemas (Tabela 13- Conrad Elvehjem, 1901-1962 
9) sao enzimas que catalisam 
reagoes de oxidagao-redugao 

utilizando como coenzima tanto os mononucleotideos de 
flavina (FMN, de flavin mononucleotides) quanto os di- 
nucleotideos de flavina-adenina (FAD, de flavin adenine 
dinucleotides) (Figura 13-27). Essas coenzimas, os nu- 
cleotideos de flavina, sao derivadas da vitamina ribo- 
flavina. A estrutura de aneis fusionados dos nucleotideos 
de flavina (anel de isoaloxazina) sofre redugao reversivel, 
recebendo um ou dois eletrons na forma de um ou dois 
atomos de hidrogenio (cada atomo: um eletron mais um 
proton) de um substrate reduzido. As formas totalmen- 
te reduzidas sao abreviadas FADH2 e FMNH2. Quando um 
nucleotideo de flavina totalmente oxidado recebe apenas 
um eletron (um atomo de hidrogenio), e produzida a for¬ 
ma semiquinona do anel de isoaloxazina, abreviado como 
FADH* e FMNH*. Como os nucleotideos de flavina possuem 
caracteristicas quimicas ligeiramente diferentes daquelas 
das coenzimas nicotinamidas - a capacidade de participar 
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TABELA13-9 


Algumas enzimas (flavoprotemas) que utilizam coenzimas 
denucleotideosdeflavina 


Enzima 

Nucleotideo 
de flavina 

Pagina do 
texto 

Acil-CoA-desidrogenase 

FAD 

673 

Di-hidrolipoil-desidrogenase 

FAD 

637 

Succinato-desidrogenase 

FAD 

646 

Glicerol-3-fosfato-desidrogenase 

FAD 

759 

Tiorr e doxina-r e dut as e 

FAD 

917 

NADH-desidrogenase (Complexo I) 

FMN 

738-739 

Glicolato-oxidase 

FMN 

813 


na transferencia de um ou dois eletrons - as flavoprotemas 
estao envoMdas em uma diversidade maior de reagoes do 
que as desidrogenases ligadas a NAD(P). 

Assim como as coenzimas nicotinamidas (Figura 13-24), 
a redugao dos nucleotideos de flavina e acompanhada por 
uma mudanga da sua principal banda de absorgao de luz 
(mais uma vez util aos bioquimicos que desejam monitorar 
reagoes envolvendo essas coenzimas). As flavoprotemas 
completamente reduzidas (que receberam dois eletrons) 
geralmente possuem um maximo de absorgao em 360 nm. 
Quando parcialmente reduzidas (um eletron), elas apresen- 
tam outro maximo de absorgao em cerca de 450 nm; quan¬ 
do totalmente oxidadas, a flavina tern um maximo em 370 
nm e 440 nm. 


Na maioria das flavoprotemas, o nucleotideo de flavina 
encontra-se fortemente ligado a protema, e em algumas 
enzimas, como na succinato-desidrogenase, ele esta liga¬ 
do covalentemente. Essas coenzimas fortemente ligadas 
sao apropriadamente chamadas de grupos prosteticos. 
Elas nao transferem eletrons por difusao de uma enzima 
para a outra; em vez disso, elas fornecem um meio pelo 
qual as flavoprotemas podem reter os eletrons tempora- 
riamente enquanto catalisam a transferencia do eletron 
de um substrate reduzido para um aceptor de eletrons. 
Uma caracteristica importante das flavoprotemas e a 
variabilidade do potencial de redugao padrao (A''°) do 
nucleotideo de flavina ligado. A forte associagao entre a 
enzima e o grupo prostetico confere ao anel de flavina 
um potencial de redugao tipico da flavoprotema em par¬ 
ticular, algumas vezes bastante diferente do potencial de 
redugao do nucleotideo de flavina livre. 0 FAD ligado a 
succinato-desidrogenase, por exemplo, tern um valor de 
E'° proximo de 0,0 V, comparado com —0,219 V para o 
FAD livre; o valor para outras flavoprotemas varia 

de —0,40 V a +0,06 V. As flavoprotemas frequentemen- 
te sao muito complexas; algumas possuem, alem de um 
nucleotideo de flavina, ions inorganicos fortemente liga- 
dos (p. ex., ferro ou molibdenio) capazes de participar da 
transferencia de eletrons. 

Certas flavoprotemas tern fungoes bastante diferentes, 
como receptores de luz. Os criptocromos, familia de fla¬ 
voprotemas amplamente distribuidas nos filos eucarioticos, 
sao responsaveis por mediar os efeitos da luz azul sobre o 
desenvolvimento das plantas e, nos mamiferos, os efeitos da 
luz sobre o ritmo circadiano (oscilagoes fisiologicas e bio- 
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Dinucleotideo de flavina-adenina (FAD) e 
mononucleotideo de flavina (FMN) 



FADH’ (FMNH‘) 
(semiquinona) 



FADH 2 (FMNHJ 
conripletamente reduzido 


FIGURA 13-27 Formas oxidadas e reduzidas de FAD e FMN. 0 FMN e 

a estrutura que esta acima da linha pontilhada na estrutura do FAD (forma 
oxidada). Os nucleotideos de flavina recebem dois atomos de hidrogenio 
(dois eletrons e dois protons), ambos aparecem no sistema de anel da flavi¬ 
na. Quando o FAD ou o FMN recebe apenas um atomo de hidrogenio, forma- 
-se a semiquinona, um radical livre estavel. 
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qmmicas em um periodo de 24 horas). Os criptocromos sao 
homologos de outra familia de flavoprotemas, as fotoliases. 
Encontradas em bacterias e em eucariotos, as fotoliases 
utilizam a energia absorvida da luz para reparar defeitos 
qmmicos no DNA. 

No Capitulo 19, serao estudadas as fungoes das flavo¬ 
protemas como transportadoras de eletrons, bem como 
suas fungoes na fosforilagao oxidativa (em cloroplastos). As 
reagoes da fotoliase serao descritas no Capitulo 25. 

RESUM013.4 Reaves biologicas de oxida^ao-redu^ao 

► Em muitos organismos, o processo central de conserva- 
gao de energia e a oxidagao gradual da glicose em COg, 
de forma que parte da energia de oxidagao e conservada 
no ATP a medida que os eletrons passam para o Og. 

► As reagoes biologicas de oxidagao-redugao podem ser 
descritas em termos de duas semirreagoes, cada uma 
com um potencial de redugao padrao, E'°, caracteristico. 

► Quando duas semicelulas eletroquimicas estao conecta- 
das, cada uma contendo os componentes de uma semir- 
reagao, os eletrons tendem a fluir para a semicelula com 
o maior potencial de redugao. A forga dessa tendencia 
e proporcional a diferenga entre os dois potenciais de 
redugao QMJ '), sendo uma fungao das concentragoes das 
especies oxidadas e reduzidas. 

► A variagao de energia livre padrao para uma reagao de 
oxidagao-redugao e diretamente proporcional a diferen¬ 
ga dos potenciais de redugao padrao das duas semicelu¬ 
las: AG'° = -nJ 

► Muitas reagoes biologicas de oxidagao sao desidroge- 
nagoes em que um ou dois atomos de hidrogenio (H^ + 
e~^ sao transferidos de um substrate para um aceptor 
de hidrogenio. Reagoes de oxidagao-redugao em celu- 
las vivas envolvem transportadores especializados de 
eletrons. 

► NAD e NADP sao as coenzimas livremente difusiveis 
de muitas desidrogenases. Tanto NAD^ quanto NADP^ 
aceitam dois eletrons e um proton. 

► FAD e FMN, os nucleotideos de flavina, atuam como 
grupos prosteticos fortemente ligados as flavoprotemas. 
Eles sao capazes de aceitar um ou dois eletrons e um ou 
dois protons. As flavoprotemas tambem servem como 
receptores de luz em criptocromos e fotoliases. 
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Atkins, P.W. (1984) The Second Law, Scientific American Books, 
Inc., New York. 

Discussao bem ilustrada e elementar da segunda lei e suas 
implicagoes. 

Atkinson, D.E. (1977) Cellular Energy Metabolism and Its 
Regulation, Academic Press, Inc., New York. 

Classico tratamento do papel de ATP, ADP e AMP no controle da 
taxa do metabolismo. 

Bergethon, P.R. (1998) The Physical Basis of Biochemistry, 
Springer Verlag, New York. 

Os capitulos 11 ao 13 deste livro, e os livros de Tinoco e 
colaboradores e van Holde e colaboradores (listados na sequencia), 
sao excelentes referencias gerais sobre bioquimica fisica, com boas 
discussoes das aplicagoes da termodinamica em bioqmmica. 

Edsall, J.T. & Gntfrennd, H. (1983) Biothermodynamics: The 
Study of Biochemical Processes at Equilibrium, John Wiley & Sons, 
Inc., New York. 

Hammes, G. (2000) Thermodynamics and Kinetics for the 
Biological Sciences, John Wiley & Sons, Inc., New York. 

Claramente escrita, bem ilustrada com exemplos e problemas 
excelentes. 

Harold, F.M. (1986) The Vital Eorce: A Study of Bioenergetics, W 
H. Freeman and Company, New York. 

Bela e clara discussao sobre a termodinamica em processes 
biologicos. 

Harris, D.A. (1995) Bioenergetics at a Glance, Blackwell Science, 
Oxford. 

Haynie, D.T. Biological Thermodynamics, Cambridge University 
Press, Cambridge. 

Loewenstein, W.R. The Touchstone of Life: Molecular 
Information, Cell Communication, and the Eoundations of Life, 
Oxford University Press, New York. 

Discussao primorosamente escrita sobre relagao entre a entropia 
e a informagao. 

Nicholls, D.G. & Fergnson, S.J. (2002) Bioenergetics 3, Academic 
Press, Inc., New York. 

Discussao clara, bem ilustrada, de mvel intermediario sobre a 
teoria da bioenergetica e os mecanismos das transdugoes de energia. 

Tinoco, 1., Jr., Saner, K., Wang, J.C., & Pnglisi, J.D. (2002) 
Physical Chemistry: Principles and Applications in Biological 
Sciences, 4th ed, Prentice-Hall, Inc., Upper Saddle River, NJ. 

Os capftulos 2 ao 5 envolvem termodinamica. 




538 DAVID L. NELSON & MICHAEL M. COX 


van Holde, K.E., Johnson, C., & Ho, P.S. (2006) Principles of 
Physical Biochemistry, 2nd ed, Prentice-Hall, Inc., Upper Saddle 
River, NJ. 

Os capitulos 2 e 3 sao especialmente relevantes. 

Logica quimica e rea0es bioquimicas comuns 

Frey, P.A. (2001) Radical mechanisms of enzymatic cdXdlYsis.Annu. 
Rev. Biochem. 70,121-148. 

Uma pesquisa muito util sobre as reagoes que ocorrem via radical 
livre. 

Frey, P.A. & Hegeman, A.D. (2006) Enzymatic Reaction 
Mechanisms, Oxford University Press, New York. 

Uma fonte oficial e atualizada sobre as reagoes que ocorrem cm 
sistemas vivos. 

Gntteridge, A. & Thornton, J.M. (2005) Understanding nature’s 
catalytic toolkit. Trends Biochem. Sci. 11, 622-629. 

Krant, D.A., Carroll, K.S., & Herschlag, D. (2003) Challenges 
in enzyme mechanism and energetics. Rev. Biochem. 12i, 

517-571. 

Um bom resumo sobre os principios da catalise enzrmatica, tal 
como atualmente entendida e o que ainda nao e compreendido. 

Transferencia de grupos fosforil e ATP 

Alberty, R.A. (1994) Biochemical thermodynamics. Biochim. 
Biophys. Acta 1207, 1-11. 

Explica a diferenga entre as equagoes bioquimicas e quimicas, 
alem do calculo e do significado das propriedades termodinamicas 
transformadas para o ATP e outros campostos fosforilados. 

Bridger, W.A. & Henderson, J.F. (1983) Cell ATP, John Wiley & 
Sons, Inc., New York. 

A quimica do ATP, sen papel na regulagao do metabolismo e suas 
fungoes catabolicas e anabolicas. 

Brown, M.R.W. & Kornberg, A. (2004) Inorganic polyphosphate 
in the origin and survival of species. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101, 
16,085-16,087. 

Fraley, C.D., Rashid, M.H., Lee, S.S.K., Gottschalk, R., 
Harrison, J., Wood, P.J., Brown, M.R.W, & Kornberg, A. 

(2007) A polyphosphate kinase 1 (ppkl) mutant of Pseudomonas 
aeruginosa exhibits multiple ultrastructural and functional defects. 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 104, 3526-3531. 

Frey, P.A. & Arabshahi, A. (1995) Standard free-energy change 
for the hydrolysis of the a-p-phosphoanhydride bridge in ATP. 
Biochemistry 34, 11,307-11,310. 

Hanson, R.W (1989) The role of ATP in metabolism. Biochem. 

Educ. 17, 86-92. 

Resumo excelente da quimica e da biologia do ATP. 

Kalckar, H.M. (1991) Fifty years of biological research: from 
oxidative phosphorylation to energy requiring transport regulation. 
Annu. Rev. Biochem. 60, 1-37. 

Uma discussao cm nivel intermediario sobre a historia dos 
estudos do ATP, em que o autor era o personagem principal. 

Kornberg, A. (1999) Inorganic polyphosphate: a molecule of many 
functions. ArzTztz. Rev. Biochem. 68, 89-125. 

Lipmann, F. (1941) Metabolic generation and utilization of 
phosphate bond energy. Adu Enzymol. 11, 99-162. 

Classica discussao sobre o papel dos compostos de fosfato de alta- 
energia na biologia. 

Pnllman, B. & Pnllman, A. (1960) Electronic structure of energy- 
rich phosphates, Res., Suppl. 2, 160-181. 

Discussao avangada sobre a quimica do ATP e outros compostos 
ricos em energia. 


Rees, D.C. & Howard, J.B. (1999) Structural bioenergetics and 
energy transduction mechanisms. J. Mol. Biol. 293, 343-350. 

Discussao sobre as bases estruturais para o acoplamento eficiente 
de dois processes energeticos atraves de mudangas em estados 
conformacionais. 

Veech, R.L., Lawson, J.W.R., Cornell, N.W, & Krebs, H.A. 

(1979) Cytosolic phosphorylation potential. J. Biol. Chem. 254, 
6538-6547. 

Determinagao experimental das concentragoes de ATP, de ADP 
e de Pj no cerebro, no musculo e no figado, e tambem uma discussao 
sobre as dificuldades em determinar a real variagao de energia para a 
sintese de ATP nas celulas. 

Westheimer, F.H. (1987) Why nature chose phosphates. Science 
235,1173-1178. 

Uma descrigao quimica sobre a adequagao quimica linica dos 
esteres de fosfato e dos anidridos nas reagoes metabolicas. 

Rea0es biologicas de oxida^ao-redugao 

Cashmore, A.R., Jarillo, J.A., Wn, Y.J., & Lin, D. (1999) 
Cryptochromes: blue light receptors for plants and animals. Science 
284, 760-765. 

Dolphin, D., Avramovic, O., & Ponlson, R. (eds). (1987) 

Pyridine Nucleotide Coenzymes: Chemical, Biochemical, and 
Medical Aspects, John Wiley & Sons, Inc., New York. 

Excelente colegao com dois volumes de revisoes oficiais. Entre as 
mais liteis estao os capitulos do Kaplan, Westheimer, Veech e Ohno e 
Ushio. 

Fraaije, M.W & Mattevi, A. (2000) Flavoenzymes: diverse 
catalysts with recurrent features. Trends Biochem. Sci. 25, 126-132. 

Hosier, J.P., Fergnson-Miller, S., & Mills, D.S. (2006) Energy 
transduction: proton transfer through the respiratory complexes. 
Annu. Rev. Biochem. 75, 165-187. 

Massey, V. (1994) Activation of molecular oxygen by flavins and 
flavoproteins. J. Biol. Chem. 269, 22,459-22,462. 

Breve revisao sobre a quimica das interagoes entre flavina- 
oxigenio em flavoproteinas. 

Rees, D.C. (2002) Great metalloclusters in enzymology. Annu. Rev. 
Biochem. 71, 221-246. 

Uma revisao avangada sobre os tipos de aglomerados de ions 
metalicos encontrados em enzlmas e sens modos de agao. 

Roehm, K.-H. (2001) Electron carriers: proteins and cofactors in 
oxidative phosphorylation. \rv Encyclopedia of Life Sciences, John 
Wiley & Sons, Inc.AViley InterScience, www.els.net. 

Uma boa visao global sobre as diferentes classes de 
transportadores de eletrons que participam da respiragao. 

Williams, R.E. & Bruce, N.C. (2002) New uses for an old en¬ 
zyme—the old yellow enzyme family of flavoenzymes. Microbiology 
148,1607-1614. 


Problemas 

1. Varia^oes na entropia durante o desenvolvimento 
do ovo. Considere um sistema consistindo em um ovo em 
uma incubadora. A clara e a gema do ovo contem proteinas, 
carboidratos e lipideos. Se fertilizado, o ovo e transformado 
de uma unica celula em um organismo complexo. Discuta esse 
processo irreversivel em termos da variagao de entropia do sis¬ 
tema, do meio e do universo. Nao esquega de definir primeiro, 
claramente, o sistema e o meio. 

2. Calculo do A6r'° de uma constante de equilibrio. Cal- 
cule a variagao de energia livre padrao para cada uma das se- 
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guintes reagoes enzimaticas, metabolicamente importantes, 
utilizando as constantes de equilibrio dadas para as reagoes a 
25°C e pH 7,0. 

aspartato 

aminotransferase 

(a) Glutamato + oxalacetato s 

aspartato + cr-cetoglutarato = 6,8 

triose-fosfato- 

-isomerase 

(b) Di-hidroxiacetona-fosfato v 

gliceraldeido-3-fosfato TT'q = 0,0475 

fosfofrutocinase 

(c) Frutose- 6 -fosfato + ATP v 

frutose-l, 6 -bifosfato + ADP A'q = 254 

3. Calculo da constante de equilibrio a partir do A6r'°. 

Calcule a constante de equilibrio K' para cada uma das rea¬ 
goes seguintes a pH 7,0 e 25°C, usando os valores de AG'° na 
Tabela 13-4. 

glicose-6- 

-fosfato 

(a) Glicose- 6 -fosfato + H 2 O v glicose + P^ 

^-galactosidase 

(b) Lactose + H 2 O v glicose + galactose 

fumarase 

(c) Malato v fumarato + H 2 O 

4. Determinagao experimental de e A6r'°. Se uma so- 

lugao de glicose-1-fosfato de 0,1 m a 25°C e incubada com uma 
quantidade catalitica de fosfoglicomutase, a glicose- 1 -fosfato e 
transformada em glicose- 6 -fosfato. No equilibrio, as concentra- 
goes dos componentes da reagao sao 

Glicose-1-fosfato v glicose- 6 -fosfato 
4,5x10^®m 9,6x10^^m 

Calcule A'gq e AG'° para essa reagao. 

5. Determinagao experimental de AG'° para a hidrolise 

de ATP. Uma medida direta da variagao da energia livre pa- 
drao associada com a hidrolise de ATP e tecnicamente dificil, ja 
que e complicado medir com precisao a quantidade minima de 
ATP remanescente no equilibrio. No entanto, o valor de AG'° 
pode ser calculado indiretamente, a partir das constantes de 
equilibrio de duas outras reagoes enzimaticas com constantes 
de equilibrio menos favoraveis: 

Glicose- 6 -fosfato + H 2 O-> glicose + P^ = 270 

ATP + glicose-> ADP + glicose- 6 -fosfato = 890 

Usando essa informagao para as constantes de equilibrio deter- 
minadas a 25°C, calcule a energia livre padrao para a hidrolise 
de ATP. 

6 . Diferenga entre AG'° e AG. Considere a seguinte inter- 
conversao, que ocorre na glicolise (Capitulo 14): 

Frutose- 6 -fostato glicose- 6 -fosfato 

K, = 1,97 

(a) Qual e o AG'° para a reagao (K' medido a 25°C)? 

(b) Se a concentragao de frutose- 6 -fosfato e ajustada para 
1,5 M e a da glicose- 6 -fosfato e ajustada para 0,5 m, qual e o AG? 

(c) Por que AG'° e AG sao diferentes? 


7. Energia livre de hidrolise do CTP. Compare a estrutu- 
ra do nucleosideo trifosfato CTP com a estrutura do ATP. 


O' O' o 

I I I 

O—P—0—P—0—P—0 


o 


o 


o 



Trifosfato de citidina (CTP) 


0 “ 

I 


O 


0 “ 

I 


o 


0 “ 

I 


o 



Trifosfato de adenosina (ATP) 


Agora prediga os valores de e AG'° para a seguinte reagao: 
ATP + GDP-> ADP + CTP 

8. Dependencia de AG em relagao ao pH. A energia livre 
liberada pela hidrolise do ATP em condigoes-padrao e -30,5 
kJ/mol. Se ATP e hidrolisado em condigoes-padrao, porem em 
pH 5,0, a energia livre liberada e maior on menor? Explique. 
Use o grafico interativo para explorar essa relagao. ^ 

9. O AG'° para reagoes acopladas. Glicose-1-fosfato e con- 
vertida em frutose-6-fosfato em duas reagoes sucessivas: 

Glicose-1-fosfato-> glicose-6-fosfato 

Glicose-6-fosfato-> frutose-6-fosfato 

Usando os valores de AG'° da Tabela 13-4, calcule a constante 
de equilibrio, para a soma das duas reagoes: 

Glicose-1-fosfato ^ frutose-6-fosfato 

10. Efeito da relagao [ATP]/[ADP] sobre a energia livre 
de hidrolise do ATP. Utilizando a Equagao 13-4, construa o 
grafico AG contra In Q (razao da agao das massas) a 25°C para 
as concentragoes de ATP, ADP e Pj dadas na tabela abaixo. 
AG'° para a reagao e -30,5 kJ/mol. Use o resultado do grafico 
para explicar por que o metabolismo e regulado para manter 
alta a razao [ATP]/[ADP]. 


Concentragao (mivi) 

ATP 5 3 1 0,2 5 

ADP 0,2 2,2 4,2 5,0 25 

Pi 10 12,1 14,1 14,9 10 


11. Estrategia para superar reagoes desfavoraveis: aco- 
plamento quimico dependente de ATP. A fosforilagao da gli¬ 
cose a glicose-6-fosfato e a etapa inicial no catabolismo da glico¬ 
se. A fosforilagao direta da glicose por P^ e descrita pela equagao 

Glicose + Pi-> glicose-6-fosfato + H 2 O 


AG'° = 13,8kJ/mol 
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(a) Calcule a constante de equilibrio para a reagao a 37°C. 
No hepatocito de rato, as concentragoes fisiologicas de glicose 
e Pj sao mantidas a 4,8 mM, aproximadamente. Qual e a con- 
centragao de equilibrio de glicose- 6 -fosfato obtida pela fosfori- 
lagao direta da glicose por P^? Esta reagao representa um passo 
metabolico aceitavel para o catabolismo da glicose? Explique. 

(b) Em principio, pelo menos uma forma de aumentar a 
concentragao de glicose- 6 -fosfato e direcionar o equilibrio da 
reagao para a direita elevando as concentragoes intracelula- 
res de glicose e P^. Assumindo uma concentragao fixa de P^ em 
4,8 mM, quao elevada teria que ser a concentragao de glicose 
intracelular para gerar uma concentragao de equilibrio de gli- 
cose- 6 -fosfato de 250 (jlm (a concentragao fisiologica normal)? 
Esse caminho seria fisiologicamente aceitavel, dado que a solu- 
bilidade maxima da glicose e menor que 1 m? 

(c) A fosforilagao da glicose na celula esta acoplada a hi- 
drolise de ATP; isto e, parte da energia livre da hidrolise de 
ATP e usada para fosforilar a glicose: 

(1) Glicose + Pi-> glicose- 6 -fosfato + H 2 O 

AG'° = 13,8 kJ/mol 

(2) ATP + H 2 O -> ADP + Pi AG'° = -30,5 kJ/mol 

Soma: Glicose + ATP -> glicose- 6 -fosfato + ADP 

Calcule A'gq a 37°C para a reagao global Para a fosforilagao 
da glicose dependente de ATP, qual e a concentragao de gli¬ 
cose necessaria para atingir uma concentragao intracelular de 
250 fjiM de glicose- 6 -fosfato quando as concentragoes de ATP 
e ADP sao de 3,38 mM e 1,32 mM, respectivamente? Esse pro- 
cesso de acoplamento produz uma rota adequada, pelo menos 
em principio, para a fosforilagao da glicose na celula? Explique. 

(d) Embora o acoplamento da hidrolise de ATP a fosforila¬ 
gao de glicose faga sentido termodinamicamente, ainda nao foi 
especificado como esse acoplamento ocorre. Dado que o aco¬ 
plamento requer um intermediMo comum, uma rota possivel 
e o uso da hidrolise do ATP para elevar a concentragao intrace¬ 
lular de Pj e assim impulsionar a fosforilagao desfavoravel da 
glicose por P^. Essa rota e viavel? (Pense sobre a solubilidade 
dos intermediarios metabolicos.) 

(e) A fosforilagao da glicose acoplada ao ATP e catalisa- 
da em hepatocitos pela enzima glicocinase. Essa enzima liga 
ATP e glicose formando um complexo glicose-ATP-enzlma, e o 
grupo fosforil e transferido diretamente do ATP para a glicose. 
Explique as vantagens dessa rota. 

12. Calculos de A6r'° para as reagoes acopladas ao 

ATP. A partir dos dados na Tabela 13-6, calcule o valor de 
AG'° para as seguintes reagoes. 

(a) Fosfocreatina + ADP-> creatina + ATP 

(b) ATP + frutose-> ADP + frutose- 6 -fosfato 

13. Acoplamento da hidrolise de ATP a uma reagao 
desfavoravel. Para explorar as conseqnencias do acoplamen¬ 
to da hidrolise de ATP a uma reagao bioquimica termodinami¬ 
camente desfavoravel, em condigoes fisiologicas, considere a 
transformagao hipotetica X ^ Y, em que AG'° = 20,0 kJ/mol. 

(a) Qual e a razao [Y]/[X] no equilibrio? 

(b) Suponha que X e Y participem de uma sequencia de rea¬ 
goes durante a hidrolise de ATP em ADP e P^. A reagao global e 

X + ATP + H 2 O-> Y + ADP + Pi 

Calcule a relagao [Y]/[X] para essa reagao no equilibrio. Assuma 
que a temperatura e de 25°C e as concentragoes no equilibrio 
de ATP, ADP e P^ sao de 1 m. 


(c) Sabe-se que [ATP], [ADP] e [PJ ndo sao 1 m em condi¬ 
goes fisiologicas. Calcule [Y]/[X] para a reagao acoplada ao ATP 
quando os valores de [ATP], [ADP] e [PJ sao aqueles encontra- 
dos nos miocitos de ratos (Tabela 13-5). 

14. Calculos de AG em concentragdes fisiologicas. Cal¬ 
cule o AG real fisiologico para a reagao 

Fosfocreatina + ADP-> creatina + ATP 

a 37°C, como ocorre no citosol dos neuronios, com 4,7 mM de 
fosfocreatina, 1,0 mM de creatina, 0,73 mM de ADP e 2,6 mM 
de ATP. 


15. Energia livre necessaria para a sintese de ATP em 
condigoes fisiologicas. No citosol de hepatocitos de ratos, a 
temperatura e de 37°C e a razao da agao das massas, Q, e 


[ATP] 

[ADP][Pi] 


= 5,33 X lO^M”^ 


Calcule a energia livre necessaria para a sintese de ATP em um 
hepatocito de rato. 


16. Logica quimica. Na via glicolitica, um agucar de seis 
carbonos (frutose-l,6-bifosfato) e clivado para formar dois 
agucares de tres carbonos, que sofrem metabolismo adicional 
(ver Figura 14-6). Nesta via, ocorre isomerizagao da glicose-6- 
-fosfato a frutose-6-fosfato (mostrada abaixo) dois passos an¬ 
tes da reagao de clivagem (o passo seguinte e a fosforilagao de 
frutose-6-fosfato a frutose-1,6-bifosfato [p. 549]). 


H 0 

V 


n 

1 

H—C—OH 

1 

H—C—OH 

1 


c=o 

1 

HO—C—H 

Fosfoexose- 

HO—C—H 

1 

H—C—OH 

-isomerase 

1 

H—C—OH 

1 

H—C—OH 


H—C—OH 


CH2OPO3 

Glicose-6-fosfato 


CH2OPO3 

Frutose-6-fosfato 


0 que a isomerizagao faz a partir de uma perspectiva bioqui¬ 
mica? (Dica: considere o que poderia acontecer se a ligagao de 
clivagem C—C procedesse sem a isomerizagao.) 

17. Mecanismos de reagao enzimatica I. A lactato- 
-desidrogenase e uma das muitas enzimas que necessitam de 
NADH como coenzima. Ela catalisa a conversao de piruvato 
em lactato: 


NADH + H^ NAD^ 

lactato- 

-desidrogenase 


Represente o mecanismo dessa reagao (mostre setas da 
trajetoria dos eletrons). (Dica: esta e uma reagao comum por 
todo o metabolismo; o mecanismo e semelhante aquele ca- 
talisado por outras desidrogenases que usam NADH, como a 
alcool-desidrogenase.) 



CH, 


Piruvato 



CHg 

L-Lactato 
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18. Mecanismos de rea^ao enzimatica II. As reagoes 
bioqmmicas frequentemente parecem mais complicadas do 
que elas realmente sao. Na via das pentoses-fosfato (Capitulo 
14), sedoeptulose-7-fosfato e gliceraldeido-3-fosfato reagem 
formando eritrose-4-fosfato e fmtose-6-fosfato em uma reagao 
catalisada pela transaldolase. 


CH20H 


c=o 


HO —C—H 


H—C —OH 

1 

0, H 

1 

\ / 

H—C —OH 

C 

1 

+ 1 V — 

H—C —OH 

H—C — OH Transaldolase 

CH20POi- 

1 

CH2OPOI- 

Sedoeptulose-7- 

Gliceraldeido-3- 

-fosfato 

-fosfato 


CH2OH 



C=0 

1 

c 

HO —C—H 

H—C —OH 

H—C —OH 


I + I 

H—C —OH H—C —OH 

CHaOPOf- CHaOPOf- 


Eritrose-4- 

Frutose 

-fosfato 

6-fosfato 


Represente um mecanismo para essa reagao (mostre setas da 
trajetoria dos eletrons). (Dica: olhe mais uma vez as condensa- 
goes aldolicas, e entao considere o nome dessa enzima.) 

19. A utilizagao diaria de ATP por humanos adultos. 

(a) Um total de 30,5 kJ/mol de energia livre e necessario 
para sintetizar ATP a partir de ADP e P^ quando os reagentes 
e produtos estao a concentragoes de 1 m e a temperatura e 
de 25°C (estado-padrao). Como as concentragoes fisiologicas 
reals de ATP, ADP e Pj nao sao de 1 m, e a temperatura e de 
37°C, a energia livre necessMa para sintetizar ATP em con- 
digoes fisiologicas e diferente do AG'°. Calcule a energia livre 
necessaria para sintetizar ATP no hepatocito humano quando 
as concentragoes fisiologicas de ATP, ADP e Pj sao de 3,5, 1,5 e 
5,0 mM, respectivamente. 

(b) Um adulto de 68 kg requer uma ingesta calorica de 
2.000 kcal (8.360 kJ) de alimento por dia (24 boras). 0 alimen- 
to e metabolizado e a energia livre e utilizada para sintetizar 
ATP, que por sua vez fornece energia para o trabalho quimi- 
co e mecanico diMo do corpo. Assumindo que a eficiencia de 
conversao da energia do alimento em ATP e de 50%, calcule a 
massa de ATP usada por um humano adulto em 24 horas. Qual 
a porcentagem da massa corporal que esse valor representa? 

(c) Embora individuos adultos sintetizem uma grande 
quantidade de ATP diariamente, sua massa corporal, estrutu- 
ra e composigao nao varia significativamente durante esse pe- 
riodo. Explique essa aparente contradigao. 

20. Taxas de reciclagem dos fosfatos y e p do ATP. Se 

uma quantidade pequena de ATP marcado com fosforo radiati- 
vo na posigao terminal, [y^^PJATP, for adicionada a um extrato 
de levedura, cerca de metade da radioatividade do ^^P e encon- 


trada no Pj em poucos minutos, mas a concentragao de ATP 
permanece inalterada. Explique. Se o mesmo experimento e 
realizado utilizando ATP marcado com ^^P na posigao central, 
[j 8 ^^P]ATP, o ^^P nao aparece em F- em tao curto periodo de 
tempo. Por que? 

21. A clivagem de ATP em AMP e PPj durante o meta- 
bolismo. A sintese da forma ativada do acetato (acetil-CoA) e 
realizada em um processo dependente de ATP: 

Acetato + CoA + ATP-acetil-CoA + AMP + PP. 

(a) 0 AG'° para a hidrolise de acetil-CoA em acetato e CoA 
e —32,2 kJ/mol e o para a hidrolise de ATP em AMP e PP^ e 
-30,5 kJ/mol. Calcule o AG'° para a sintese dependente de 
ATP de acetil-CoA. 

(b) Quase todas as celulas contem a enzima pirofosfata- 
se inorganica, que catalisa a hidrolise de PP^ em P.. Qual o 
efeito da presenga dessa enzima na sintese de acetil-CoA? 
Explique. 

22. Energia para o bombeamento de H^. As celulas pa- 
rietais que recobrem o estomago contem “bombas” na mem- 
brana que transportam ions hidrogenio do citosol (pH 7,0) 
para o estomago, contribuindo para acidificar o suco gastrico 
(pH 1,0). Calcule a energia livre necessaria para transportar 
1 mol de ions hidrogenio por essas bombas. (Dica: consultar 
Capitulo 11.) Assuma uma temperatura de 37°C. 

23. Potenciais de redugao padrao. 0 potencial de redu- 
gao padrao, E'°,de qualquer par redox e definido para a reagao 
da semicelula: 

agente oxidante + n eletrons-agente redutor 

Os valores de E'° para os pares conjugados redox NAD^/NADH 
e piruvato/lactato sao -0,32 V e -0,19 V, respectivamente. 

(a) Qual par redox apresenta a maior tendencia em perder 
eletrons? Explique. 

(b) Qual e o agente oxidante mais forte? Explique. 

(c) Iniciando com reagentes e produtos em concentragoes 
iguais a 1 M, em pH 7,0 e a 25°C, em qual sentido a reagao se- 
guinte ocorrera? 

Piruvato + NADH + H^ v ^ lactato + NAD^ 

(d) Qual e a variagao de energia livre padrao (AG'°) para a 
conversao de piruvato em lactato? 

(e) Qual a constante de equilibrio (K'^^ para essa reagao? 

24. Extensao da energia da cadeia respiratoria. A 

transferencia de eletrons na cadeia respiratoria mitocondrial 
pode ser representada pela equagao da reagao global 

NADH + H"" + IO 2 H 2 O + NAD"^ 

(a) Calcule AE'° para a reagao global da transferencia de 
eletrons mitocondrial. Use os valores de E'° da Tabela 13-7. 

(b) Calcule AG'° para essa reagao. 

(c) Quantas moleculas de ATP podem teoricamente ser 
geradas por essa reagao se a energia livre para a sintese de ATP 
nas condigoes celulares e de 52 kJ/mol? 

25. Dependencia da forga eletromotriz sobre as con- 
centragoes. Calcule a forga eletromotriz (em volts) regis- 
trada por um eletrodo imerso em uma solugao contendo as 
seguintes misturas de NAD^ e NADH em pH 7,0 e 25°C, com 
relagao a semicelula de E'° 0,0 V. 

(a) 1,0 mM NAD^ e 10 mM NADH 
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(b) 1,0 mM NAD^ e 1,0 mM NADH 

(c) 10 mM NAD^ e 1,0 mM NADH 

26. A afinidade por eletrons dos compostos. Relacione 
as seguintes substancias em ordem crescente de tendencia em 
receber eletrons: (a) a-cetoglutarato + COg (gerando isocitra- 
to); (b) oxaloacetato; (c) Og; (d) NADP^. 

27. Sentido das rea^oes de oxida^ao-redu^ao. Qual das 
reagoes a seguir voce esperaria que ocorresse no sentido re- 
presentado, em condigoes-padrao, na presenga das enzimas 
apropriadas? 

(a) Malato + NAD^-> oxaloacetato + NADH + H^ 

(b) Acetoacetato + NADH + H^-> 

j8-hidroxibutirato + NAD^ 

(c) Piruvato + NADH + H^-> lactato + NAD^ 

(d) Piruvato + j8-hidroxibutirato-> 

actato + acetoacetato 

(e) Malato + piruvato-oxaloacetato + lactato 

(f) Acetaldeido + succinato-etanol + fumarato 


Problema de analise de dados 

28. A termodinamica pode ser complicada. A termodi- 
namica e uma area de estudo desafiadora e com muitas opor- 
tunidades para confusao. Um exemplo interessante e encon- 
trado em um artigo dos pesquisadores Robinson, Hampson, 
Munro e Vaney, publicado no periodico Science em 1993. Ro¬ 
binson e colaboradores estudaram o movimento de pequenas 
moleculas entre celulas vizinhas do sistema nervoso, por meio 
de canais entre as celulas Qungoes tipo fenda). Eles demons- 
traram que o corante amarelo Lucifer (pequena molecula car- 
regada negativamente) e a biocitina (pequena molecula zwit- 
terionica) movem-se em apenas um sentido entre dois tipos 
particulares de celulas da glia (celula nao neuronal do sistema 
nervoso). 0 corante injetado em astrocitos passaria rapida- 
mente para astrocitos, oligodendrocitos on celulas de Muller 
adjacentes, mas o corante injetado em oligodendrocitos on 
em celulas de Muller passaria lentamente, se passasse, para 
os astrocitos. Todos esses tipos celulares estao conectados por 
jungoes tipo fenda. 

Embora este nao tenha sido o ponto central do artigo, os 
autores apresentaram um modelo molecular de como esse 
transporte em sentido unico deve ocorrer, como demonstrado 
em sua Figura 3: 


(A) Astrocito Oligodendrocito 



(B) Astrocito Oligodendrocito 



Le-se na legenda da figura: “Modelo de difusao do coran¬ 
te em sentido unico entre oligodendrocitos e astrocitos aco- 
plados, com base nas diferengas de ditoetro dos poros de 
conexao. Como um peixe em uma armadilha, as moleculas de 
corante (circulos pretos) passam de um astrocito para um oli¬ 
godendrocito (A), mas nao sao capazes de voltar no sentido 
oposto (B)”. 

Embora esse artigo tenha passado pela revisao de uma re¬ 
vista cientifica muito respeitada, foram enviadas vMas cartas 
ao editor (1994), mostrando que o modelo de Robinson e cola¬ 
boradores violara a segunda lei da termodinamica. 

(a) Explique como o modelo viola a segunda lei. Dica: con- 
sidere o que aconteceria com a entropia do sistema com con- 
centragoes iniciais iguais de corante nos astrocitos e oligoden¬ 
drocitos, conectados pelas jungoes tipo fenda semelhantes a 
“armadilha de peixe”. 

(b) Explique por que esse modelo nao funciona para mole¬ 
culas pequenas, embora permita apanhar peixes. 

(c) Explique por que uma armadilha de peixe funciona 
para peixes. 

(d) Fornega dois mecanismos plausiveis para o transporte 
em sentido unico das moleculas de corante entre as celulas que 
nao violem a segunda lei da termodinamica. 
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A glicose ocupa posigao central no metabolismo de plan- 
tas, animals e muitos microrganismos. Ela e relativa- 
mente rica em energia potencial e, por isso, e um bom 
combustivel; a oxidagao completa da glicose a dioxido de 
carbono e agua ocorre com uma variagao da energia livre 
padrao de —2.840 kJ/mol. Por meio do armazenamento da 
glicose na forma de polimero de alta massa molecular, como 
o amido e o glicogenio, a celula pode estocar grandes quan- 
tidades de unidades de hexose, enquanto mantem a osmo- 
laridade citosolica relativamente baixa. Quando a demanda 
de energia aumenta, a glicose pode ser liberada desses po- 
limeros de armazenamento intracelulares e utilizada para 
produzir ATP de maneira aerobia on anaerobia. 

A glicose, alem de excelente combustivel, tambem e 
um precursor admiravelmente versatil, capaz de suprir 
uma enorme variedade de intermediaries metabolicos em 
reagoes biossinteticas. Uma bacteria como di Escherichia 
coli pode obter a partir da glicose os esqueletos carboni- 
cos para cada aminoacido, nucleotideo, coenzima, acido 
graxo on outro intermediario metabolico necessario para 
o sen crescimento. Um estudo abrangente dos destines 
metabolicos da glicose compreenderia centenas on milha- 
res de transformagoes qmmicas. Em animals e em vegetais 
vasculares, a glicose tern quatro destines principals: ela 
pode ser usada na sintese de polissacarideos complexes 
direcionados ao espago extracelular; ser armazenada nas 
celulas (como polissacarideo on como sacarose); ser oxi- 
dada a compostos de tres atomos de carbonos (piruvato) 
por meio da glicolise, para fornecer ATP e intermediarios 
metabolicos; on ser oxidada pela via das pentoses-fosfato 


(fosfogliconato) produzindo ribose-5-fosfato para a sintese 
de acidos nucleicos e NADPH para processes biossinteti- 
cos redutores (Figura 14-1). 

Os organismos sem acesso a glicose de outras fontes 
devem sintetiza-la. Os organismos fotossinteticos sinteti- 
zam glicose inicialmente por redugao do COg atmosferico a 
trioses e, em seguida, por conversao das trioses em glicose. 
As celulas nao fotossinteticas produzem glicose a partir de 
precursores simples com tres ou quatro atomos de carbono 
pelo processo de gliconeogenese, que reverte a glicolise em 
uma via que utiliza muitas enzimas glicoliticas. 

Este capitulo descreve as reagoes individuals da glico¬ 
lise, da gliconeogenese e da via das pentoses-fosfato e o 
significado funcional de cada via. Descreve tambem os va- 
rios destinos metabolicos do piruvato produzido na glicoli¬ 
se. Entre eles, estao incluidas as fermentagoes, utilizadas 
por muitos organismos em nichos anaerobios para produzir 
ATP e industrialmente exploradas como fontes de etanol, 
acido lactico e outros produtos uteis comercialmente. Alem 
disso, o capitulo aborda as vias que disponibilizam varies 
agucares, mono, di e polissacarideos, para a via glicolitica. A 


Matriz extracelular 
e polissacarideos 
da parede celular 


Sintese de 
polimeros 
estruturais 


Glicogenio, 
amido, sacarose 


3 zenamento 


Oxida^ao 
pela via da 
pentose-fosfato 


Ribose-5-fosfato 



Piruvato 


FIGURA 14-1 As principals vias de utiliza^ao da glicose. Embora nao 
sejam os unices destinos possiveis da glicose, essas quatro vias sao as mais 
significativas em termos de quantidade de glicose que flui atraves delas na 
maioria das celulas. 




544 DAVID L. NELSON & MICHAEL M. COX 


discussao sobre o metabolismo da glicose continua no Capi- 
tulo 15, onde os processos de sintese e degradagao de car- 
boidratos sao utilizados para ilustrar os diversos mecanis- 
mos pelos quais os organismos regulam as vias metabolicas. 
As vias biossinteticas que utilizam a glicose para produgao 
dos polissacarideos da matriz extracelular, da parede celu- 
lar e dos polissacarideos de armazenamento sao discutidas 
no Capitulo 20. 

14.1 Glkolise 

Na glicolise (do grego glykys, “doce” on “agucar”, e lysis, 
“quebra”), uma molecula de glicose e degradada em uma 
serie de reagoes catalisadas por enzimas, gerando duas 
moleculas do composto de tres atomos de carbono, o pi- 
ruvato. Durante as reagoes sequenciais da glicolise, parte 
da energia livre da glicose e conservada na forma de ATP e 
NADH. A glicolise foi a primeira via metabolica a ser eluci- 
dada e provavelmente seja a mais bem entendida. Desde a 
descoberta da fermentagao, em 1897 por Eduard Buchner, 
em extratos de celulas de levedura, ate a elucidagao da 
via completa em leveduras (por Otto Warburg e Hans von 
Euler-Chelpin) e em musculo (por Gustav Embden e Otto 
Meyerhof) na decada de 1930, as reagoes da glicolise em 
extratos de leveduras e de musculo foram o objetivo prin¬ 
cipal da pesquisa bioquimica. A mudanga filosofica que 
acompanhou essas descobertas foi anunciada por Jacques 
Loeb em 1906: 

Por meio da descoberta de Buchner, a biologia foi li- 
bertada de outro fragmento de misticismo. A cisao do 
agucar em COg e alcool nao e mais o efeito de um “prin- 
cipio vital”, mas sim a quebra do agucar da cana pela 
invertase. A historia desse problema e instrutiva, pois 
serve de alerta quanto a considerar problemas como 
alem do nosso alcance porque ainda nao tiveram uma 
solugao. 

0 desenvolvimento de metodos de purificagao de en¬ 
zimas, a descoberta e o reconhecimento da importancia 
de coenzimas, como o NAD, e a descoberta do crucial pa- 
pel metabolico do ATP e de outros compostos fosforilados 
resultaram dos estudos da glicolise. Enzimas glicoliticas 
de muitas especies foram purificadas e minuciosamente 
estudadas. 


A glicolise e uma via central quase universal do cata- 
bolismo da glicose, a via com o maior fluxo de carbono na 
maioria das celulas. A quebra glicolitica da glicose e a uni- 
ca fonte de energia metabolica em alguns tecidos e celulas 
de mamiferos (p. ex., eritrocitos, medula renal, cerebro e 
esperma). Alguns tecidos vegetais modificados para o ar¬ 
mazenamento de amido (como os tuberculos da batata) e 
algumas plantas aquaticas (p. ex., agriao) derivam a maior 
parte de sua energia da glicolise; muitos microrganismos 
anaerobios sao totalmente dependentes da glicolise. 

Fermentagao e um termo geral para a degradagao 
anaerobia da glicose ou de outros nutrientes organicos 
para obtengao de energia, conservada como ATP. Como os 
organismos vivos surgiram inicialmente em uma atmosfera 
sem oxigenio, a quebra anaerobia da glicose provavelmen¬ 
te seja o mais antigo mecanismo biologico de obtengao de 
energia a partir de moleculas organicas combustiveis. 0 
sequenciamento do genoma de varies organismos revelou 
que algumas arquibacterias e alguns microrganismos para- 
sitas sao deficientes em uma ou mais enzimas da glicolise, 
mas possuem as enzimas essenciais da via; provavelmente 
realizem formas variantes de glicolise. No curso da evolu- 
gao, a sequencia dessas reagoes quimicas foi completamen- 
te conservada; as enzimas glicoliticas dos vertebrados sao 
estreitamente similares, na sequencia de aminoacidos e na 
estrutura tridimensional, as suas homologas em levedura e 
no espinafre. A glicolise difere entre as especies apenas nos 
detalhes de sua regulagao e no destino metabolico subse- 
quente do piruvato formado. Os principios termodinamicos 
e os tipos de mecanismos regulatorios que governam a gli¬ 
colise sao comuns a todas as vias do metabolismo celular. 
A via glicolitica, de importancia central por si so, tambem 
pode servir de modelo para muitos aspectos das vias discu¬ 
tidas ao longo deste livro. 

Antes de estudar cada etapa da via em sens detalhes, 
convem examinar a glicolise como um todo. 

Uma visao geral: a glicolise tern duas fases 

A quebra da glicose, formada por seis atomos de carbono, 
em duas moleculas de piruvato, cada uma com tres carbo- 
nos, ocorre em 10 etapas, sendo que as primeiras 5 cons- 
tituem afase preparatoria (Figura 14-2a). Nessas rea¬ 
goes, a glicose e inicialmente fosforilada no grupo hidroxil 
ligado ao C-6 (etapa O). A D-glicose-6- 
-fosfato assim formada e convertida a 
D-frutose-6-fosfato (etapa 0), a qual 
e novamente fosforilada, desta vez em 
C-1, para formar D-frutose-l,6-bifosfato 
(etapa ©). Nas duas reagoes de fosfori- 
lagao, o ATP e o doador de grupos fos- 
foril. Como todos os agucares formados 
na glicolise sao isomeros d, omite-se a 
designagao d, exceto quando o objetivo 
e enfatizar sua estereoquimica. 

A frutose-l,6-bifosfato e dividida em 
duas moleculas de tres carbonos, a di- 
-hidroxiacetona-fosfato e o gliceraldei- 
do-3-fosfato (etapa O); essa e a etapa de 
“lise” que da nome a via. A di-hidroxiace- 
tona-fosfato e isomerizada a uma segun- 
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FIGURA14-2 As duas fases da glicolise. Para cada molecula de glicose 
que passa pela fase preparatoria (a), duas moleculas de gliceraldeido-3-fos- 
fato sao formadas; as duas passam pela fase de pagamento (b). 0 piruvato e 
o produto final da segunda fase da glicolise. Para cada molecula de glicose, 
dois ATP sao consumidos na fase preparatoria e quatro ATP sao produzidos 


na fase de pagamento, dando urn rendimento liquido de dois ATP por mo¬ 
lecula de glicose convertida em piruvato. As reaqoes numeradas correspon- 
dem aos titulos numerados discutidos no texto. Lembre-se que cada grupo 
fosforil, representado aqui como @, possui duas cargas negativas (— PO 3 ”). 
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da molecula de gliceraldeido-3-fosfato (etapa ®), finalizan- 
do a primeira fase da glicolise. Note que duas moleculas de 
ATP sao consumidas antes da clivagem da glicose em duas 
partes de ties carbonos; havera depois um bom retorno 
para esse investimento. Resumindo: na fase preparatoria da 
glicolise, a energia do ATP e consumida, aumentando o con- 
teudo de energia livre dos intermediaries, e as cadeias de 
carbono de todas as hexoses metabolizadas sao convertidas 
a um produto comum, o gliceraldeido-3-fosfato. 

0 ganho de energia provem da fase de pagamento da 
glicolise (Figura 14-2b). Cada molecula de gliceradeido-3- 
-fosfato e oxidada e fosforilada por fosfato inorganico (nao 
por ATP) para formar 1,3-bifosfoglicerato (etapa @). Ocor- 
re liberagao de energia quando as duas moleculas de 1,3-bi- 
fosfoglicerato sao convertidas a duas moleculas de piruvato 
(etapas © a ©). Grande parte dessa energia e conservada 
pela fosforilagao acoplada de quatro moleculas de ADP a 
ATP 0 rendimento liquido sao duas moleculas de ATP por 
molecula de glicose utilizada, ja que duas moleculas de ATP 
foram consumidas na fase preparatoria. A energia tam- 
bem e conservada na fase de pagamento com a formagao 
de duas moleculas do transportador de eletrons NADH por 
molecula de glicose. 

Nas reagoes seguintes da glicolise, tres tipos de trans- 
formagoes quimicas sao particularmente notaveis: (1) a de- 
gradagao do esqueleto carbonico da glicose para produzir 
piruvato; (2) a fosforilagao de ADP a ATP pelos compostos 
com alto potencial de transferencia de grupos fosforil, for- 
mados durante a glicolise; e (3) a transferencia de um ion 
hidreto para o NAD^, formando NADH. A logica quimica 
global da via esta descrita na Figura 14-3. 

Destines do piruvato. Com excegao de algumas variagoes in- 
teressantes entre as bacterias, o piruvato formado na glico¬ 
lise e mais adiante metabolizado por tres rotas catabolicas. 
Em organismos aerobios ou em tecidos em condigoes aero- 
bias, a glicolise e apenas o primeiro estagio da degradagao 
completa da glicose (Figura 14-4). 0 piruvato e oxidado, 
com a perda de seu grupo carboxil na forma de COg, para 
gerar o grupo acetil da acetil-coenzima A; o grupo acetil e 
entao completamente oxidado a COg no ciclo do acido citri- 
co (Capitulo 16). Os eletrons originados dessas oxidagoes 
sao transferidos ao Og por uma cadeia de transportadores 
na mitocondria, formando H 2 O. A energia liberada nas rea¬ 
goes de transferencia de eletrons impulsiona a sintese de 
ATP na mitocondria (Capitulo 19). 

0 segundo destino do piruvato e a sua redugao a lactato 
por meio da fermentagao lactica. Quando em contragao 
vigorosa, o musculo esqueletico trabalha em condigoes de 
baixa pressao de oxigenio (hipoxia), em que NADH nao 
pode ser reoxidado a NAD^, mas NAD^ e necessario como 
aceptor de eletron para a oxidagao do piruvato. Sob essas 
condigoes, o piruvato e reduzido a lactato, recebendo os 
eletrons do NADH, dessa forma regenerando o NAD"^ ne¬ 
cessario para continuar a glicolise. Certos tecidos e tipos 
celulares (p. ex., retina e eritrocitos) convertem glicose a 
lactato mesmo em condigoes aerobias, e o lactato tambem 
e o produto da glicolise em condigoes anaerobias em alguns 
microrganismos (Figura 14-4). 


A terceira rota principal do catabolismo do piruvato 
leva a produgao de etanol. Em alguns tecidos vegetais e em 
certos invertebrados, protistas e microrganismos como le- 
vedura da fabricagao da cerveja e do pao, o piruvato e con- 
vertido, em hipoxia ou condigoes anaerobias, em etanol e 
CO 2 , um processo chamado de fermentagao etanolica 
(alcoolica) (Figura 14-4). 

A oxidagao do piruvato e um processo catabolico im- 
portante, mas o piruvato tambem tern destines anabolicos. 
Ele pode, por exemplo, prover o esqueleto carbonico para 
a sintese do aminoacido alanina ou para a sintese de acidos 
graxos. Essas reagoes anabolicas do piruvato serao retoma- 
das em capitulos posteriores. 

A forma^ao de ATP e NADH acoplada a glicolise. Durante a glicoli¬ 
se, parte da energia da molecula de glicose e conservada na 
forma de ATP, enquanto a maior parte permanece no pro¬ 
duto, o piruvato. A equagao geral da glicolise e 

Glicose + 2NAD'' + 2ADP + 2P.-> 

2 piruvato + 2NADH + 2H'' + 2ATP + 2 H 2 O (14-1) 

Para cada molecula de glicose degradada a piruvato, duas 
moleculas de ATP sao geradas a partir de ADP e P^, e duas 
moleculas de NADH sao produzidas pela redugao de NAD^. 
0 aceptor de hidrogenio nessa reagao e NAD^ (ver Figura 
13-24), ligado a uma estrutura de Rossmann como mostra- 
do na Figura 13-25. A redugao de NAD^ ocorre pela transfe¬ 
rencia enzimatica de um ion hidreto (:H~) do grupo aldeido 
do gliceraldeido-3-fosfato para o anel de nicotinamida de 
NAD^, gerando a coenzima NADH reduzida. 0 outro atomo 
de hidrogenio da molecula de substrate e liberado para a 
solugao como H^. 

Agora, pode-se dividir a equagao da glicolise em dois 
processes - a conversao de glicose a piruvato (exergonica): 

Glicose + 2NAD^ ^ 2 piruvato + 2NADH + 2H^ (14-2) 

^G'f= -146kJ/mol 

e a formagao de ATP a partir de ADP e P^ (endergonica): 

2ADP + 2P.-> 2ATP + 2 H 2 O (14-3) 

AG'° = 2(30,5 kJ/mol) + 61,0 kJ/mol 

A soma das Equagoes 14-2 e 14-3 fornece a variagao da 
energia livre padrao total da glicolise, AG'°: 

^Gf = ^Gf + ^Gf = -146 kJ/mol + 61 kJ/mol 
= -85kJ/mol 

Sob condigoes-padrao e sob as condigoes intracelulares 
(nao padrao), a glicolise e um processo essencialmente ir- 
reversivel, conduzido ate a conclusao por um grande de- 
crescimo liquido de energia livre. 

A energia remanescente do piruvato. A glicolise libera apenas 
uma pequena fragao da energia total disponivel na molecu¬ 
la de glicose; as duas moleculas de piruvato formadas pela 
glicolise ainda contem a maior parte da energia potencial 
quimica existente na glicose, energia que pode ser extraida 
por reagoes oxidativas no ciclo do acido citrico (Capitulo 
16) e na fosforilagao oxidativa (Capitulo 19). 
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O OH 

J 1 
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Q O grupo carbonil em C-2 facilita a 
clivagem da liga^ao C-C na 
localiza^ao correta para formar 
dois produtos de 3 carbonos por 
meio da rea^ao inversa da 
condensa^ao aldolica. 


Gliceraldeido-3-fosfato 


Interconversao 
dos dois 
produtos da 
etapa O 

converge os dois 
produtos em 
uma unica via. 



0-® 


A fosforila^ao oxidativa do 
gliceraldeido-3-fosfato, com a 
produgao de urn NADH, e urn 
pre-requisito para a produ^ao 
de ATP na etapa ©. 


0 -© 


1,3-bifosfoglicerato 


A importancia dos intermediarios fosforilados. Cada um dos 
nove intermediarios glicoliticos entre a glicose e o piruvato 
sao fosforilados (Figura 14-2). Os grupos fosforil parecem 
ter tres fungoes. 

1. Como a membrana plasmatica geralmente nao tern 
transportadores para agucares fosforilados, os in¬ 
termediarios glicoliticos fosforilados nao podem 
sair da celula. Depois da fosforilagao inicial, nao 
e necessaria energia adicional para refer os inter¬ 
mediarios fosforilados na celula, apesar da grande 
diferenga entre as suas concentragoes intra e extra- 
celular. 

2. Os grupos fosforil sao componentes essenciais na 
conservagao enzimatica da energia metabolica. A 
energia liberada na quebra das ligagoes de fosfoani- 
drido (como aquelas do ATP) e parcialmente con- 
servada na formagao de esteres de fosfato, como 
glicose-6-fosfato. Compostos de fosfato de alta 
energia formados na glicolise (1,3-bifosfoglicerato 
e fosfoenolpiruvato) doam grupos fosforil ao ADP 
para formar ATP. 

3. A energia de ligagao resultante do acoplamento 
de grupos fosfato ao sitio ativo de enzimas reduz a 
energia de ativagao e aumenta a especificidade das 
reagoes enzimaticas (Capitulo 6). Os grupamentos 
fosfato do ADP, do ATP e dos intermediarios glico¬ 
liticos formam complexos com Mg^^, e os sitios de 
ligagao ao substrato de muitas enzimas glicoliticas 
sao especificos para esses complexos. A maior par¬ 
te das enzimas da glicolise requer Mg^^ para sua 
atividade. 
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0 OH 
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3-fosfoglicerato 




0 O grupo fosforil 

remanescente move-se de 
C-2 para C-3, configurando 
as etapas finals da via. 

I 2-fosfoglicerato 
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FIGURA 14-3 A logica quimica da via glicolitica. Nessa versao 
simplificada da via, cada molecula esta representada na forma linear, 
com os atomos de carbono e hidrogenio nao descritos, para salientar 
as transformapoes quimicas. Lembre-se de que glicose e frutose estao 
presentes principalmente em suas formas ciclicas quando em solupao, 
apesar de estarem transitoriamente na forma linear nos sitios ativos de 
algumas enzimas dessa via. 

A fase preparatoria, etapas O a ©, converte a glicose, com 6 ato¬ 
mos de carbonos, em duas unidades de 3 atomos de carbonos, cada 
uma delas fosforilada. A oxidapao das unidades de 3 atomos de carbo¬ 
nos e iniciada na fase de pagamento. Para produzir piruvato, as etapas 
quimicas devem ocorrer na ordem mostrada. 
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2 Etanol + 2 CO 2 
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timular a glicolise quanto o soro nao fervido. Exames cuida- 
dosos e testes do conteudo do soro fervido revelaram que o 
fosfato inorganico foi o responsavel pela estimulagao. Har¬ 
den e Young logo perceberam que a glicose adicionada ao 
sen extrato de levedura era convertida a hexose-bifosfato 
(o “ester de Harden-Young”, identificado como frutose-1,6- 
-bifosfato). Esse foi o inicio de uma longa serie de investi- 
gagoes sobre o papel dos esteres organicos e anidridos de 
fosfato em bioquimica, que levaram ao nosso entendimento 
atual do papel central da transferencia de grupos fosforil 
em biologia. 

O Afosforila^ao da glicose. Na primeira etapa da glicolise, a 
glicose e ativada para as reagoes subsequentes, pela fosfori- 
lagao em C-6 formando glicose-6-fosfato, com ATP como 
doador de grupo fosforil: 


4CO2 + 4H2O 


Animais, vegetais e 
muitas celulas 
microbianas sob 
condi^oes aerobias 

FIGURA 14-4 Os tres destines catabolicos possfveis do piruvato for- 
mado na glicolise. 0 piruvato tambem serve como precursor em muitas 
reapoes anabolicas, nao mostradas aqui. 



AG'°= -16,7 kJ/mol 



A fase preparatoria da glicolise requer ATP 

Na fase preparatoria da glicolise, duas moleculas de ATP 
sao consumidas, e a cadeia carbonica da hexose e clivada 
em duas trioses-fosfato. A compreensao de que as hexoses 
fosforiladas sao intermediarias na glicolise foi conseguida 
lentamente e por um feliz acaso. Em 1906, Arthur Harden 
e William Young testaram suas hipoteses de que inibidores 
de enzimas proteoliticas estabilizariam as enzimas da fer- 
mentagao da glicose em extratos de leveduras. Adicionaram 
soro sanguineo (conhecido por conter inibidores de enzi¬ 
mas proteoliticas) a extratos de levedura e observaram o 
estimulo predito do metabolismo da glicose. No entanto, em 
um experimento de controle realizado com a intengao de 
demonstrar que ferver o soro destroi a atividade estimulan- 
te, eles descobriram que o soro fervido foi tao efetivo em es- 


Arthur Harden, William Young, 

1865-1940 1878-1942 


Esta reagao, irreversivel em condigoes intracelulares, e ca- 
talisada pela hexocinase. Lembre-se de que cinases sao 
enzimas que catalisam a transferencia do grupo fosforil ter¬ 
minal do ATP a um aceptor nucleofilico (ver Figura 13-20). 
As cinases sao uma subclasse das transferases (ver Tabela 
6-3). 0 aceptor no caso da hexocinase e uma hexose, geral- 
mente a D-glicose, embora a hexocinase tambem catalise a 
fosforilagao de outras hexoses comuns, como D-frutose e 
D-manose, em alguns tecidos. 

A hexocinase, como muitas outras cinases, requer Mg^^ 
para sua atividade, ja que o verdadeiro substrate da enzima 
nao e ATP^‘, mas sim o complexo MgATP^~ (ver Figura 13- 
12). 0 Mg^^ protege as cargas negativas do grupo fosforil 
do ATP, tornando o atomo de fosforo terminal um alvo mais 
facil para o ataque nucleofilico por um grupo —OH da glico¬ 
se. A hexocinase sofre uma profunda mudanga na sua con- 
formagao, um ajuste induzido, quando ela se liga a molecula 
de glicose; dois dominies da proteina aproximam-se um do 
outro cerca de 8 A quando o ATP se liga (ver Figura 6-25). 
Esse movimento aproxima o ATP de uma molecula de glico¬ 
se tambem ligada a enzima e bloqueia o acesso de agua (do 
solvente), que, caso contrario, poderia entrar no sitio ativo 
e atacar (hidrolisar) as ligagoes fosfoanidridas do ATP. As- 
sim como as outras nove enzimas da glicolise, a hexocinase 
e uma proteina soluvel e citosolica. 

A hexocinase esta presente em praticamente todos os 
organismos. 0 genoma humane codifica quatro hexocina- 
ses diferentes (I a IV), e todas elas catalisam a mesma rea¬ 
gao. Duas ou mais enzimas que catalisam a mesma reagao, 
mas sao codificadas por genes diferentes, sao chamadas 
de isoenzimas (ver Quadro 15-2). Uma das isoenzimas 
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FIGURA 14-5 A rea^ao da fosfo-hexose-isomerase. As rea(;6es de 
abertura e fechamento do anel (etapas O e O) sao catalisadas por urn resi¬ 
due de His do sitio ativo, por mecanismos omitidos aqui para simplificaqao. 
0 proton (em vermelho-claro) inicialmente em C-2 torna-se mais facilmente 
removivel pela retirada do eletron pelo grupo carbonil adjacente e pelos 


grupos hidroxilas vizinhos. Apos sua transferencia do C-2 para o residue de 
Glu do sitio ativo (urn acido fraco), o proton e iivremente trocado com a soiu- 
qao ao redor; ou seja, o proton removido de C-2 na etapa 0 nao e necessaria- 
mente o mesmo adicionado ao C-1 na etapa ©. 9 Mecanismo da fosfo-hexose 
isomerase 


presente em hepatocitos, a hexocinase IV (tambem cha- 
mada de glicocinase), difere de outras formas de hexoci¬ 
nase com relagao a cinetica e as propriedades regulatorias, 
com consequencias fisiologicas importantes, descritas na 
Segao 15.3. 

@ A conversao de glicose-6-fosfato a frutose-6-fosfato. A enzima 
fosfo-hexose-isomerase (fosfoglicose-isomerase) ca- 

talisa a isomerizagao reversivel da glicose-6-fosfato (aldo¬ 
se) a frutose-6-fosfato (cetose): 

CHsOPOr 


:20h 


GI icose- 6 -fosfato Fr utose- 6 -fosfato 



de um grupo fosforil do ATP para a frutose-6-fosfato, for- 
mando frutose-l,6-bifosfato: 



Frutose- 6 -fosfato 


ATP ADP 


Fosfofrutocinase-1 

(PFK-1) 


-> 


CHsOPOf- 1 




OH H 

Frutose-1, 6 -bifosfato 


■OPOj~ 


AG'°= -14,2 kJ/mol 


AG'°= 1,7 kJ/mol 

0 mecanismo dessa reagao envolve um intermediario 
enediol (Figura 14-5) . A reagao ocorre facilmente em am- 
bos os sentidos, como previsto pela variagao relativamente 
pequena da energia livre padrao. 

0 A fosforila^ao da frutose-6-fosfato a frutose-1,6-bifosfato. Na 

segunda das duas reagoes preparatorias da glicolise, a en¬ 
zima fosfofrutocinase-l (PFK-1) catalisa a transferencia 


C0NVEN?A0-CHAVE: Compostos com dois grupos fosfato ou 
fosforil acoplados em diferentes posigoes da molecula sao 
chamados de bifosfatos (ou compostos bifosfo ); por exem- 
plo, frutose-1,6-bifosfato e 1,3-bifosfoglicerato. Compos¬ 
tos com dois fosfatos ligados como grupo pirofosforil sao 
chamados de difosfatos; por exemplo adenosina-difosfato 
(ADP). Regras similares sao aplicadas para nomear trifos- 
fatos (como inositol-1,4,5-trifosfato; ver p. 450) e trifosfa- 
tos (como adenosina-trifosfato, ATP). ■ 
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A enzima que forma a frutose-l,6-bifosfato e chamada 
de PFK-1, para distingui-la de uma segunda enzima (PFK- 
2), que catalisa a formagao de frutose-2,6-bifosfato a par- 
tir de frutose-6-fosfato em uma via distinta (os papeis da 
PFK-2 e da frutose-2,6-bifosfato sao discutidos no Capitulo 
15). A reagao com PFK-1 e essencialmente irreversivel em 
condigoes celulares, e essa e a primeira etapa “comprometi- 
da” da via glicolitica; a glicose-6-fosfato e a frutose-6-fosfato 
tern outros destines possiveis, mas a frutose-l,6-bifosfato e 
direcionada para a glicolise. 

Certos protistas e bacterias tern, e talvez todos os ve- 
getais tenham, uma fosfofrutocinase que utiliza pirofosfato 
(PP^), nao ATP, come o grupo fosforil deader na sintese de 
frutose-1,6-bifosfato: 

Frutose-6-fosfato + —— 

frutose-1,6-bifosfato + P^ 
AG'° = -2,9kJ/mol 

A fosfofrutocinase-1 esta sujeita a uma complexa mo- 
dulagao alosterica; sua atividade estara aumentada sempre 
que o suprimento de ATP da celula estiver prejudicado ou 
quando ocorrer acumulo dos produtos da degradagao de 
ATP, ADP e AMP (particularmente o ultimo). A enzima es¬ 
tara inibida sempre que a celula tiver muito ATP e estiver 
bem suprida por outro combustivel, como acidos graxos. 
Em alguns organismos, a frutose-2,6-bifosfato (nao con- 
fundir com o produto da reagao com PFK-1, a frutose-1,6- 
-bifosfato) e um ativador alosterico potente de PFK-1. A 
ribulose-5-fosfato, intermediario da via das pentoses-fosfa- 
to, discutido posteriormente neste capitulo, tambem ativa 
indiretamente a fosfofrutocinase. As multiplas esferas de 
regulagao dessa etapa da glicolise serao discutidas em deta- 
Ihe no Capitulo 15. 

O A clivagem da frutose-1,6-bifosfato. A enzima frutose-1,6- 

-bifosfato-aldolase, muitas vezes chamada simplesmente 
de aldolase, catalisa uma condensagao aldolica reversivel 
(ver Figura 13-4). A frutose-1,6-bifosfato e clivada para a 
formagao de duas trioses-fosfato diferentes, a aldose gli- 
ceraldeido-3-fosfato e a cetose di-hidroxiacetona-fos- 
fato: 
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(2) C = 0 
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O, H 
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(6)CH0H 
C] 

Gliceraldeido-3- 

-fosfato 


AG'° = 23,8 kJ/mol 


Existem duas classes de aldolases. As aldolases da 
classe I, encontradas em animals e vegetais, utilizam 
o mecanismo mostrado na Figura 14-6. As enzimas da 
classe II, de fungos e bacterias, nao formam a base de 
Schiff intermediaria. Em vez disso, um ion zinco no sitio 
ativo esta coordenado com o oxigenio do carbonil em C-2; 
o Zn^^ polariza o grupo carbonil e estabiliza o intermedia¬ 
rio enolato gerado na etapa de clivagem da ligagao C—C 
(ver Figura 6-17). 

Embora a reagao da aldolase tenha uma variagao da 
energia livre padrao fortemente positiva no sentido de cli- 
var a frutose-1,6-bifosfato, nas baixas concentragoes dos 
reagentes presentes na celula a variagao real da energia 
livre e pequena, e a reagao da aldolase e prontamente re¬ 
versivel. Sera visto posteriormente que a aldolase age no 
sentido reverso durante o processo de gliconeogenese (ver 
Figura 14-17). 

© A interconversao das trioses-fosfato. Apenas uma das duas 
trioses-fosfato formada pela aldolase, o gliceraldeido-3- 
-fosfato, pode ser diretamente degradada nas etapas sub- 
sequentes da glicolise. 0 outro produto, a di-hidroxia- 
cetona-fosfato, e rapida e reversivelmente convertida a 
gliceraldeido-3-fosfato pela quinta enzima da sequencia 
glicolitica, a triose-fosfato-isomerase: 


Triose-fosfato 
isomerase 

CHaOPOr 

Di-hidroxiacetona- 
-fosfato 

AG'° = 7,5 kJ/mol 

0 mecanismo de reagao e similar ao da reagao promovi- 
da pela fosfo-hexose-isomerase na etapa © da glicolise (Fi¬ 
gura 14-5). Depois da reagao da triose-fosfato-isomerase, os 
atomos de carbono derivados de C-1, C-2 e C-3 da glicose 
inicial sao quimicamente indistinguiveis de C-6, C-5 e C-4, 
respectivamente (Figura 14-7); as duas “metades” da gli¬ 
cose geram gliceraldeido-3-fosfato. 

Essa reagao completa a fase preparatoria da glicolise. 
A molecula de hexose foi fosforilada em C-1 e C-6 e entao 
clivada para formar duas moleculas de gliceraldeido-3- 
-fosfato. 

A fase de pagamento da glicolise produz ATP e NADH 

A fase de pagamento da glicolise (Figura 14-2b) inclui as 
etapas de fosforilagao que conservam energia, nas quais 
parte da energia quimica da molecula da glicose e conser- 
vada na forma de ATP e NADH. Lembre-se de que uma mo¬ 
lecula de glicose rende duas moleculas de gliceraldeido-3- 
-fosfato, e as duas metades da molecula de glicose seguem 
a mesma via na segunda fase da glicolise. A conversao das 
duas moleculas de gliceraldeido-3-fosfato a duas moleculas 
de piruvato e acompanhada pela formagao de quatro mo¬ 
leculas de ATP a partir de ADP. No entanto, o rendimento 
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FIGURA14-6 A rea^ao da aldolase de classe I. A reagao mostrada aqui uma imina no sitio ativo da enzima. A e B representam os residuos de ami- 

e o inverso de uma condensaqao aldolica. Observe que a clivagem entre C-3 noacidos que servem como acido (A) ou base (B). 

e C-4 depende da presenqa do grupo carbonil em C-2, que e convertido a 


liquido de ATP por molecula de glicose consumida e de ape- 
nas dois, ja que dois ATP foram consumidos na fase prepa- 
ratoria da glicolise para fosforilar as duas extremidades da 
molecula da hexose. 

0 A oxida^ao do gliceraldeido-3-fosfato a 1,3-bifosfoglicerato. A 

primeira etapa da fase de pagamento e a oxidagao do glice- 
raldeido-3-fosfato a 1,3-bifosfoglicerato, catalisada pela 
enzima gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase: 


O, H 

I 

HCOH 

I 



NAD-* 


NADH + H-" 


Gliceraldeido-3- 

-fosfato-desidrogenase 


Gliceraldeido-3- 

-fosfato 


Fosfato 

inorganico 



HCOH 

I 


1,3-Bifosfoglicerato 
AG'° = 6,3 kJ/mol 
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Frutose-1,6-bifosfato 
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^c=o 


HO—C—H 



H^C- 
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-OH 



r. 1 

H—C- 

-OH 
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®CH2-0—© 
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dos carbonos 
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5 

3 

1 

CH 20 H 

1 

CH 2 - 0 —© 

6 


Di-hidroxiacetona- Gliceraldeido-3- 

-fosfato -fosfato 



Triose-fosfato-isomerase 
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carbonos da glicose 
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H—C=0 

2I 

H—C—OH 

4h2-0—© 


D-Gliceraldeido 

3-fosfato 
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da glicolise 


(a) (b) 

FIGURA 14-7 Destine dos carbonos da glicose na forma^ao de gliceraldefdo-3-fosfato. (a) A origem dos carbonos nos dois compostos de tres 
carbonos nas reagoes da aldolase e da triose-fosfato-isomerase. 0 produto final das duas reagoes e gliceraldeido-3-fosfato (duas moleculas). (b) Cada carbono 
do gliceraldeido-3-fosfato e derivado de urn ou outro dos dois atomos de carbono especificos da glicose. Note que a numeragao dos atomos de carbono 
do gliceraldeido-3-fosfato difere daquela da glicose da qual ele e derivado. No gliceraldeido-3-fosfato, o grupo funcional mais complexo (o grupo carbonil) 
e especificado como C-1. Esta troca de numeragao e importante para interpretar os experimentos com glicose em que urn unico carbono e marcado com 
radioisotopo. (Ver Problemas 6 e 9 no final deste capitulo.) 


Esta e a primeira das duas reagoes de conservagao de 
energia da glicolise que no final leva a formagao de ATR 
0 grupo aldeido do gliceraldeido-3-fosfato e oxidado, nao 
em um grupamento carboxil livre, mas em um anidrido de 
acido carboxilico com acido fosforico. Esse tipo de anidrido, 
chamado de acil-fosfato, tern energia livre padrao de hi- 
drolise muito alta (AG'° = —49,3 kJ/mol; ver Figura 13-14, 
Tabela 13-6). A maior parte da energia livre de oxidagao do 
grupo aldeido do gliceraldeido-3-fosfato e conservada pela 
formagao do grupamento acil-fosfato no C-1 do 1,3-bifosfo- 
glicerato. 

0 gliceraldeido-3-fosfato e covalentemente ligado a 
desidrogenase durante a reagao (Figura 14-8). 0 grupo 
aldeido do gliceraldeido-3-fosfato reage com o grupamen¬ 
to —SH de um residue de Cys essencial no sitio ativo, em 
reagao analoga a formagao de um hemiacetal (ver Figura 
7-5), nesse case produzindo um ^^o-hemiacetal. A reagao do 
residue de Cys essencial com um metal pesado como o Hg^^ 
inibe a enzima irreversivelmente. 

A quantidade de NAD^ em uma celula (< 10'^ m) e muito 
menor que a quantidade de glicose metabolizada em pou- 
cos minutes. A via glicolitica pararia se o NADH formado 
nesta etapa da glicolise nao fosse continuamente reoxidado 
e reciclado. A discussao sobre a reciclagem de NAD"^ sera 
retomada posteriormente neste capitulo. 

O A transferencia de grupo fosforil de 1,3-bifosfoglicerato a ADP. A 

enzima fosfoglicerato-cinase transfere o grupo fosforil de 
alta energia do grupo carboxil do 1,3-bifosfoglicerato para o 
ADP, formando ATP e 3-fosfoglicerato: 



1,3-Bifosfoglicerato 


ADP 


Mg2 


Fosfoglicerato-cinase 


I 

HCOH 

I 

CHoOPOo 


3-Fosfoglicerato 



ATP 


AG'°= -18,5 kJ/mol 


Observe que a fosfoglicerato-cinase tern esse nome devi- 
do a reagao inversa, na qual ela transfere um grupo fosforil do 
ATP para 0 3-fosfoglicerato. Como todas as enzimas, ela cata- 
lisa a reagao em ambos os sentidos. Essa enzima age no sen- 
tido sugerido pelo seu nome durante a gliconeogenese (ver 
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NAD+ 


Gliceraldefdo-3- 

-fosfato- 

-desidrogenase 


Cys 


Gliceraldeido-3- 

-fosfato 

L® 

Forma^ao do complexo 
enzima-substrato. A Cys do 
sitio ativo tern urn pK^ 
reduzido (5,5 em vez de 8) 
quando NAD^ esta ligado, 
estando na forma tiolato 
mais reativa. 
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© 
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ao sitio ativo. 
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FIGURA14-8 A rea^ao da gliceraldefdo-3-fosfato-desidrogenase. 


Figura 14-17) e durante a fixagao de COg fotossintetico (ver 
Figura 20-4). Na glicolise, a reagao que ela catalisa prossegue 
como mostrado anteriormente, no sentido da smtese de ATP. 

As etapas 0 e © da glicolise constituem um processo 
de acoplamento de energia em que 1,3-bifosfoglicerato e 
um intermediario comum; ele e formado na primeira reagao 
(que seria endergonica se isolada) e seu grupo acil-fosfato e 
transferido ao ADP na segunda reagao (que e extremamen- 
te exergonica). A soma dessas duas reagoes e 

Gliceraldeido-3-fosfato + ADP + P^ + NAD"^ v ^ 

3-fosfoglicerato + ATP + NADH + 

AG'°= -12,2 kJ/mol 

Portanto, a reagao global e exergonica. 

Lembre-se do Capitulo 13 de que a variagao de energia li- 
vre real, AG, e determinada pela variagao de energia livre pa- 
drao, AG'°, e pela lei da agao das massas, Q, que e a relagao 
[produtos]/[reagentes] (ver Equagao 13-4). Para a etapa 0: 

AG = AG'° + i?rinQ 

[1,3-bifosfoglicerato] [NADH] 

= AG'° + RT In —^^ 
[gliceraldeido-3-fosfato][PJ [NAD ] 

Note que a [H"^] nao esta incluida em Q. Em calculos bioqui- 
micos, a [H^] e considerada uma constante (10~^m), e essa 
constante esta incluida na definigao de AG'° (p. 507). 


Quando a lei da agao das massas e menor que 1,0, seu 
logaritmo natural tern sinal negative. No citosol, onde es- 
sas reagoes ocorrem, a razao [NADH]/[NAD^] e pequena, 
contribuindo para um baixo valor de Q. A etapa ©, por con- 
sumir o produto da etapa 0 (1,3-bifosfoglicerato), mantem 
a [1,3-bifosfoglicerato] relativamente baixa no equilibrio e 
assim mantem Q pequeno para o processo global de aco¬ 
plamento de energia. Quando Q e pequeno, a contribuigao 
de In Q pode tornar AG fortemente negative. Essa e sim- 
plesmente outra forma de mostrar como as duas reagoes, as 
etapas 0 e ©, sao acopladas por meio de um intermediario 
comum. 

0 resultado do acoplamento dessas reagoes, ambas 
reversiveis em condigoes celulares, e que a energia libe- 
rada da oxidagao de um aldeido a um grupo carboxilato 
e conservada pela formagao acoplada de ATP a partir de 
ADP e P^. A formagao de ATP pela transferencia do grupo 
fosforil de um substrato, como o 1,3-bifosfoglicerato, e 
chamada de fosforilagao no nivel do substrato, para 
distinguir esse mecanismo daquele da fosforilagao li- 
gada a respiragao. As fosforilagoes no nivel do substra¬ 
to envolvem enzimas soluveis e intermediarios quimicos 
(nesse caso, 1,3-bifosfoglicerato). As fosforilagoes ligadas 
a respiragao, por outro lado, envolvem enzimas ligadas a 
membrana e gradientes transmembrana de protons (Ca¬ 
pitulo 19). 
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0 A conversao de 3-fosfoglicerato a 2-fosfoglicerato. A enzima 
fosfoglicerato-mutase catalisa o deslocamento reversivel 
do gmpo fosforil entre C-2 e C-3 do glicerato; Mg^"^ e essen- 
cial para essa reagao: 


I 

HC—OH 

I 


CH 2 —0-f^ 


Mg2 


Fosfoglicerato- 

-mutase 


I 

HC —O- 


I 

CHo—OH 


3-Fosfoglicerato 


2-Fosfoglicerato 

AG'° = 4,4 kJ/mol 


rato, formando 2,3-bifosfoglicerato (2,3-BPG). 0 grupo fos¬ 
foril em C-3 do 2,3-BPG e entao transferido para o mesmo 
residuo de His, produzindo 2-fosfoglicerato e regenerando 
a enzima fosforilada. A fosfoglicerato-mutase e inicialmen- 
te fosforilada pela transferencia de um fosforil de 2,3-BPG, 
necessario em pequenas quantidades para iniciar o ciclo ca- 
talitico e e continuamente regenerado por esse ciclo. 

0 A desidrata^ao de 2-fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato. Na se- 

gunda reagao glicolitica que gera um composto com alto po- 
tencial de transferencia de grupamento fosforil (a primeira 
foi a etapa 0), a enolase promove a remogao reversivel de 
uma molecula de agua do 2-fosfoglicerato para gerar fosfo¬ 
enolpiruvato (PEP): 


A reagao ocorre em duas etapas (Figura 14-9). 0 grupo 
fosforil inicialmente acoplado a um residuo de His da muta- 
se e transferido a um grupo hidroxil em C-2 do 3-fosfoglice- 
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Ocorre a transferencia de um grupo 
fosforil entre uma His do sitio ativo e 
o C-2 (OH) do substrato. Uma 
segunda His do sitio ativo age como 
um catalisador geral basico. 


AG'° = 7,5 kJ/mol 

0 mecauismo da reagao da enolase euvolve um iutermedia- 
rio euolico estabilizado por Mg^^ (ver Figura 6-26). A reagao 
converte um composto com relativameute baixo poteucial de 
transferencia de grupo fosforil (0 AG'° para a hidrolise de 
2-fosfoglicerato e -17,6 kJ/mol) para um com alto poteucial 
de transferencia de grupo fosforil (0 AG'° para a hidrolise de 
PEP e -61,9 kJ/mol) (ver Figura 13-13, Tabela 13-6). 

(S) A transferencia de um grupo fosforil do fosfoenolpiruvato para 
ADP. A ultima etapa na glicolise e a transferencia do grupo 
fosforil do fosfoenolpiruvato ao ADP, catalisada pela piru- 
vato-cinase, que exige e Mg^^ ou Mn^^: 
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A transferencia de grupo fosforil 
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como um catalisador geral acido. 
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FIGURA 14-9 A reagao da fosfoglicerato-mutase. 


A6'°= -31,4 kJ/mol 
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Nesta fosforilagao no nivel do substrato, o piruvato re- 
sultante aparece inicialmente em sua forma enolica, depois 
tautomeriza de modo rapido e nao enzimatico a sua forma 
cetonica, que predomina em pH 7,0: 
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0 
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0 

0 
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N / 

N / 
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1 
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C—OH 

0- 

0 


Tautomeriza^ao | 

0 

to 

CHs 


Piruvato Piruvato 

(forma enolica) (forma cetonica) 


A reagao global tern grande variagao negativa da energia 
livre padrao, devido, em grande parte, a conversao espon- 
tanea da forma enolica do piruvato a forma cetonica (ver 
Figura 13-13). Aproximadamente metade da energia libera- 
da pela hidrolise de PEP (AG'° = -61,9 kJ/mol) e conser- 
vada na formagao da ligagao fosfoanidrido do ATP (AG'° = 
—30,5 kJ/mol), e o restante (—31, 4 kJ/mol) constitui uma 
grande forga que empurra a reagao no sentido da sintese 
de ATP A regulagao da piruvato-cinase sera discutida no 
Capitulo 15. 

0 balance geral mostra urn ganho liquido de ATP 

Agora, pode-se construir um balango da glicolise para de- 
monstrar (1) o destino do esqueleto de carbono da glicose, 
(2) a entrada de P^ e ADP e a saida de ATP, e (3) o caminho 
dos eletrons nas reagoes de oxidagao-redugao. 0 lado es- 
querdo da equagao que se segue mostra todas as entradas 
de ATP, NAD^, ADP e P^ (ver Figura 14-2), e o lado direito 
mostra todas as saidas (lembre-se de que cada molecula de 
glicose rende duas moleculas de piruvato): 

Glicose + 2ATP + 2NAD'' + 4ADP + 2P.-> 

2 piruvato + 2ADP + 2NADH + 2H'' + 4ATP + 2 H 2 O 

Cancelando os termos comuns nos dois lados da equagao, 
e obtida a equagao global para a glicolise em condigoes 
aerobias: 

Glicose + 2NAD'" + 2ADP + 2P.-> 

2 piruvato + 2NADH + 2H'' + 2ATP + 2 H 2 O 

As duas moleculas de NADH formadas pela glicolise no 
citosol sao, em condigoes aerobias, reoxidadas a NAD^ pela 
transferencia de sens eletrons para a cadeia de transporte 
de eletrons, que em celulas eucarioticas esta localizada na 
mitocondria. A cadeia de transporte de eletrons conduz es¬ 
ses eletrons para o seu destino final, o O 2 : 

2NADH + 2H'" + 0^ -> 2NAD^ + 2 H 2 O 

A transferencia de eletrons do NADH para o O 2 na mito¬ 
condria fornece a energia para a sintese de ATP pela fosfo- 
rilagao ligada a respiragao (Capitulo 19). 

No processo glicolitico em geral, uma molecula de glico¬ 
se e convertida a duas moleculas de piruvato (a via do car¬ 
bono) . Duas moleulas de ADP e duas de P^ sao convertidas 
a duas moleculas de ATP (a via dos grupos fosforil). Quatro 
eletrons, na forma de ions hidreto, sao transferidos de duas 


moleculas de gliceraldeido-3-fosfato para duas de NAD^ (a 
via dos eletrons). 

A glicolise e precisamente regulada 

Durante sens estudos sobre a fermentagao da glicose por 
leveduras, Louis Pasteur descobriu que tanto a velocidade 
quanto a quantidade total de glicose consumida e muitas 
vezes maior em condigoes anaerobias do que em aerobias. 
Estudos posteriores com musculo confirmaram a grande 
variagao nas taxas da glicolise anaerobia e aerobia. As bases 
bioquimicas para esse “efeito Pasteur” agora estao claras. 
0 rendimento de ATP da glicolise em condigoes anaero¬ 
bias (2 ATP por molecula de glicose) e muito menor do que 
aquele a partir da oxidagao completa da glicose a CO 2 em 
condigoes aerobias (30 ou 32 ATP por glicose; ver Tabela 
19-5). Portanto, para produzir a mesma quantidade de ATP, 
e necessario consumir cerca de 15 vezes mais glicose em 
condigoes anaerobias do que aerobias. 

0 fluxo de glicose pela via glicolitica e regulado para 
manter os niveis de ATP praticamente constantes (assim 
como quantidades adequadas dos intermediarios glicoliti- 
cos que possuem papeis biossinteticos). 0 ajuste neces¬ 
sario na velocidade da glicolise e alcangado pela intera- 
gao complexa entre o consume de ATP, a regeneragao de 
NADH e a regulagao alosterica de algumas enzimas glicoli- 
ticas - incluindo a hexocinase, a PFK-1 e a piruvato-cinase 
- e as flutuagoes segundo a segundo das concentragoes 
dos metabolitos-chave que refletem o equilibrio celular 
entre a produgao e o consume de ATP. Em uma escala de 
tempo um pouco maior, a glicolise e regulada pelos hor- 
monios glucagon, adrenalina e insulina e por variagoes na 
expressao de genes de varias enzimas glicoliticas. Um case 
especialmente interessante de regulagao anormal da glico¬ 
lise e visto no cancer. 0 bioqmmico alemao Otto Warburg 
foi o primeiro, em 1928, a observar que tumores de pra¬ 
ticamente todos os tipos possuem velocidade da glicolise 
muito maior que a de tecidos normais, mesmo quando 
oxigenio estd disponivel. Esse “efeito Warburg” e a base 
de varies metodos de deteegao e tratamento do cancer 
(Quadro 14-1). 

Warburg e considerado o bioqmmico mais importante da 
primeira metade do seculo XX. Ele fez contribuigoes inspi- 

radoras em muitas outras areas 
da bioquimica, incluindo respi¬ 
ragao, fotossintese e enzimolo- 
gia do metabolismo intermedia- 
rio. Iniciando em 1930, Warburg 
e seus colaboradores purifica- 
ram e cristalizaram sete enzimas 
da glicolise. A equipe de War¬ 
burg desenvolveu uma ferra- 
menta experimental que revolu- 
cionou os estudos bioquimicos 
do metabolismo oxidative: o ma- 
nometro de Warburg, que mede 
diretamente o consume de oxi¬ 
genio dos tecidos por monitorar 
variagoes no volume de gas, e assim permite medidas quan- 
titativas de qualquer enzima com atividade oxidativa. 



Otto Warburg, 1883-1970 
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[•lIMiJiU 


MEDICINA 


Alta taxa da glicolise em tumores sugere alvos para quimioterapia e facilita o diagnostico 


Em muitos tipos de tumores encontrados em humanos 
e em outros animais, a captagao e a degradagao de gli- 
cose ocorrem cerca de 10 vezes mais rapido do que em 
tecidos normals, nao cancerosos. A maior parte das ce- 
lulas tumorais cresce em condigoes de hipoxia (i.e., com 
suprimento de oxigenio limitado) devido a falta, pelo 
menos inicialmente, das redes capilares que suprem 
com oxigenio suficiente. Celulas cancerosas localizadas 
a mais de 100 a 200 jam dos capilares mais proximos 
dependem somente da glicose (sem oxidagao adicional 
de piruvato) para a maior parte da produgao de ATR 
0 rendimento de energia (2 ATP por glicose) e mui- 
to menor do que o que pode ser obtido pela oxidagao 
completa do piruvato a COg na mitocondria (cerca de 
30 ATP por glicose; Capitulo 19). Portanto, para fazer a 
mesma quantidade de ATP, as celulas tumorais devem 
captar muito mais glicose do que as celulas nor¬ 
mals, convertendo-a a piruvato e depois a lactato 
enquanto reciclam NADH. E provavel que as duas 
etapas iniciais na transformagao de uma celula nor¬ 
mal em uma celula tumoral sejam (1) a mudanga 
para a dependencia da glicolise na produgao de 
ATP, e (2) o desenvoMmento de tolerancia a pH 
baixo no fluido extracelular (causado pela libera- 
gao do produto final da glicolise, o acido lactico). 

Em geral, quanto mais agressivo e o tumor, maior e 
a taxa de glicolise. 

Esse aumento da glicolise e alcangado ao me¬ 
nos em parte pelo aumento da sintese das enzimas 
glicoliticas e dos transportadores da membrana 
plasmatica GLUTl e GLUTS (ver Tabela 11-3) que 
carregam a glicose para a celula. (Lembre-se de 
que GLUTl e GLUTS nao sao dependentes de insu- 
lina.) 0 fator de transcrigao induzivel por hi¬ 
poxia (HIF-1, de hypoxia-inducible transcrip¬ 
tion factor) e uma proteina que regula a sintese de 
mRNA, estimulando a produgao de pelo menos oito 
enzimas glicoliticas e dos transportadores de glico¬ 
se, quando a oferta de glicose esta limitada (Figura 
Q-1). Com a alta velocidade de glicolise resultan- 
te, as celulas tumorais podem sobreviver em con¬ 
digoes anaerobias ate que o suprimento de vasos 
sanguineos alcance o tumor em crescimento. Outra 
proteina induzida por HIF-1 e o hormonio peptidi- 
co VEGF (fator de crescimento vascular endotelial, 
de vascular endothelial growth factor), que esti- 


FIGURAQ-1 0 metabolismo anaerobio da glicose em celulas tu¬ 
morais rende muito menos ATP (2 por glicose) do que a oxidagao 
completa a CO 2 que ocorre em celulas saudaveis em condigoes 
aerobias (—30 ATP por glicose), de forma que uma celula tumoral 
deve consumir muito mais glicose para produzir a mesma quan¬ 
tidade de ATP Os transportadores de glicose e a maior parte das 
enzimas glicoliticas estao superexpressos em tumores. Compostos 
que inibem as enzimas hexocinase, glicose-6-fosfato-desidrogena- 
se ou transcetolase bloqueiam a produgao de ATP pela glicolise, 
privando assim a celula cancerosa de energia e matando-a. 


mula o crescimento dos vasos sanguineos (angiogene- 
se) em diregao do tumor. 

Existe tambem a evidencia de que a proteina supres- 
sora de tumor p53, mutada na maior parte dos tipos de 
cancer (ver Segao 12.12), controla a sintese e a monta- 
gem das proteinas mitocondriais essenciais para o trans- 
porte dos eletrons ao Og. As celulas com p53 mutada sao 
deficientes no transporte de eletrons na mitocondria e 
sao forgadas a depender mais significativamente da gli¬ 
colise para a produgao de ATP (Figura Q-1). 

Essa dependencia maior dos tumores pela glicolise 
em comparagao aos tecidos normals sugere uma possibi- 
lidade de terapia anticancer: inibidores da glicolise pode- 
riam atingir e matar tumores por esgotar seu suprimento 
de ATP. Tres inibidores da hexocinase mostram-se pro- 
missores como agentes quimioterapicos: 2-desoxiglicose, 
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(FdG) (6-Fosfo-FdG) 


FIGURA Q-2 A fosforilagao da 2-fluor-2-desoxiglicose marcada com ^^F pela hexocinase mantem o FdG 
na celula (como 6-fosfo-FdG), onde sua presenga pode ser detectada por emissao de positrons do ^®F. 


lonidamina e 3-bromopimvato. Por impedir a formagao 
de glicose-6-fosfato, esses compostos nao apenas privam 
as celulas tumorais de ATP glicoliticamente produzido, 
mas tambem evitam a formagao de pentoses-fosfato pela 
via das pentoses-fosfato, que tambem inicia com glico- 
se-6-fosfato. Na ausencia de pentoses-fosfato, a celula 
nao consegue sintetizar os nucleotideos essenciais para 
a sintese de DNA e de RNA, e assim nao consegue cres- 
cer nem se dividir. Outro farmaco anticancer ja aprovado 
para o uso clinico e o imatinibe (Gleevec), descrito no 
Quadro 12-5. Ele inibe uma tirosina-cinase especifica, 
impedindo a sintese aumentada da hexocinase, que nor- 
malmente e ativada por essa cinase especifica. 0 analogo 
de tiamina oxitiamina, que bloqueia a agao de uma enzi- 
ma tipo transcetolase que converte a xilulose-5-fosfato 
a gliceraldeido-3-fosfato (Figura Q-1), esta em triagem 
pre-clinica como farmaco antitumoral. 

A alta taxa glicolitica em celulas tumorais tambem 
tern utilidade para diagnosticos. As taxas relativas em 
que os tecidos captam glicose podem ser usadas em al- 



guns cases para identificar a localizagao de tumores. Em 
tomografia por emissao de positrons (PET, de positron 
emission tomography'), injeta-se nos pacientes um ana- 
logo inofensivo da glicose isotopicamente marcado que 
e captado, mas nao metabolizado pelos tecidos. 0 com- 
posto marcado e a 2-fluor-2-desoxiglicose (FdG), em que 
o grupo hidroxil em C-2 da glicose e substituido por ^^F 
(Figura Q-2). Esse composto e captado pelos transporta- 
dores GLUT, sendo um bom substrate para a hexocinase, 
mas nao pode ser convertido ao intermediario enediol 
na reagao da fosfo-hexose-isomerase (ver Figura 14-5) e 
consequentemente se acumula como 6-fosfo-FdG. A ex- 
tensao do sen acumulo depende da sua taxa de captagao 
e fosforilagao, que, como citado anteriomente, costuma 
ser 10 on mais vezes maior em tumores do que em teci¬ 
dos normais. 0 decaimento do ^^F libera positrons (dois 
por atomo de ^^F) que podem ser detectados por uma 
serie de detectores sensiveis localizados ao redor do cor- 
po, o que permite a localizagao acurada de 6-fosfo-FdG 
acumulado (Figura Q-3). 


FIGURA Q-3 Detecgao de tecidos cancerosos por tomografia por emis¬ 
sao de positrons (PET). 0 paciente adulto do sexo masculino sofreu re- 
mopao cirurgica de um cancer de pele primario (melanoma maligno). A 
imagem a esquerda, obtida do corpo todo por tomografia computado- 
rizada (varredura porTC), mostra a localizagao dos tecidos moles e ossos. 
0 painel central e uma varredura por PET apos o paciente ter ingerido 
2-fluor-2-desoxiglicose (EdG) marcada com ^^E. Os pontos escuros indi¬ 
cam regioes de alta utilizapao da glicose. Como esperado, o cerebro e 
a bexiga estao fortemente marcados - o cerebro porque utilize a maior 
parte da glicose consumida pelo corpo, e a bexiga porque o 6-fosfo-EdG 
marcado com e excretado na urina. Quando a intensidade da marca- 
pao na varredura por PET etraduzida em cor falsa (a intensidade aumenta 
de verde para amarelo para vermelho) e a imagem e sobreposta a var¬ 
redura porTC, a imagem resultante (direita) revela cancer nos ossos da 
coluna vertebral superior, no figado e em algumas regioes musculares, 
todos resultantes da propagapao do melanoma maligno primario. 
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Treinado em qmmica de carboidratos no laboratorio 
do notavel Emil Fischer (que recebeu o Premio Nobel em 
Qmmica em 1902), Warburg ganhou o Premio Nobel de Fi- 
siologia e Medicina em 1931. Varies dos estudantes e co- 
laboradores de Warburg tambem foram agraciados com 
Premies Nobel: Otto Meyerhof em 1922, Hans Krebs e Fritz 
Lipmann em 1953 e Hugo Theorell em 1955. 0 laboratorio 
de Meyerhof forneceu treinamento para Lipmann e para 
muitos outros ganhadores do Premio Nobel: Severe Ochoa 
(1959), Andre Lwoff (1965) e George Wald (1967). 


A capta^o da glicose e deficiente no diabetes melito 
tipo1 

0 metabolismo de glicose em mamiferos e limitado 
pela taxa de captagao da glicose pelas celulas e sua 


fosforilagao pela hexocinase. A captagao da glicose do 
sangue e mediada pela familia GLUT de transportadores 
de glicose (ver Tabela 11-3). Os transportadores nos he- 
patocitos (GLUTl, GLUT2) e nos neuronios cerebrals 
(GLUT3) estao sempre presentes nas membranas plas- 
maticas. Por outro lado, o principal transportador de gli¬ 
cose nas celulas do musculo esqueletico, musculo car- 
diaco e tecido adipose (GLUT4) esta armazenado em 
pequenas vesiculas intracelulares e se desloca para a 
membrana plasmatica apenas em resposta a um sinal de 
insulina (Figura 14-10). Esse mecanismo de sinalizagao 
da insulina foi discutido no Capitulo 12 (ver Figura 12- 
16). Portanto, em musculo esqueletico, coragao e tecido 
adipose, a captagao e o metabolismo da glicose depen- 
dem da liberagao normal de insulina pelas celulas j8 pan- 
creaticas em resposta a quantidade elevada de glicose no 
sangue (ver Figura 23-26). 

Os individuos com diabetes melito tipo 1 (tambem cha- 
mado de diabetes dependente de insulina) tern pouquissi- 
mas celulas j8 e sao incapazes de liberar insulina suficiente 
para desencadear a captagao de glicose pelas celulas do 
musculo esqueletico, do coragao ou do tecido adiposo. As- 
sim, apos uma refeigao contendo carboidratos, a glicose se 
acumula a niveis anormalmente altos no sangue, condigao 
conhecida como hiperglicemia. Incapazes de captar glicose, 
o musculo e o tecido adiposo utilizam os acidos graxos ar- 
mazenados nos triacilglicerois como seu principal combus- 
tivel. No figado, a acetil-CoA derivada da degradagao desses 
acidos graxos e convertida a “corpos cetonicos” - acetoa- 
cetato e /3-hidroxibutirato - que sao exportados e levados 
a outros tecidos para serem utilizados como combustivel 
(Capitulo 17). Esses compostos sao especialmente criticos 
para o cerebro, que utiliza os corpos cetonicos como com¬ 
bustivel alternative quando glicose esta indisponivel. (Os 
acidos graxos nao conseguem atravessar a barreira hema- 
toencefalica e, por isso, nao servem de combustivel para os 
neuronios do cerebro.) 

Em pacientes com diabetes tipo 1 nao tratados, a super- 
produgao de acetoacetato e j8-hidroxibutirato leva a seu acu- 
mulo no sangue, e a consequente redugao do pH sanguineo 
leva a cetoacidose, uma condigao potencialmente letal. A 
administragao de insulina reverte esta sequencia de eventos: 
GLUT4 se desloca para a membrana plasmatica dos hepato- 


citos e adipocitos, a glicose e captada e fosforilada por essas 
celulas, e o nivel de glicose no sangue decresce, reduzindo 
potencialmente a produgao de corpos cetonicos. 

0 diabetes melito tern efeitos profundos no metabolis¬ 
mo de carboidratos e lipideos. Esse topico sera retomado 
no Capitulo 23, apos considerar o metabolismo de lipideos 
(Capitulos 17 e 21). ■ 

RESUM014.1 Glicolise 

► A glicolise e uma via quase universal pela qual uma mo- 
lecula de glicose e oxidada a duas moleculas de piruva- 
to, com energia conservada na forma de ATP e NADH. 

► As 10 enzimas glicoliticas estao no citosol, e os 10 in- 
termediarios sao compostos fosforilados de tres ou seis 
carbonos. 

► Na fase preparatoria da glicolise, ATP e consumido para 
a conversao de glicose em frutose-l,6-bifosfato. A liga- 
gao entre C-3 e C-4 e entao clivada para gerar duas mo¬ 
leculas de triose-fosfato. 

► Na fase de pagamento, cada uma das duas moleculas de 
gliceraldeido-3-fosfato derivada da glicose sofre oxida- 
gao em C-1; a energia dessa reagao de oxidagao e con¬ 
servada na forma de um NADH e dois ATP, por triose- 
-fosfato oxidada. A equagao para o processo global e 

Glicose + 2NAD'" + 2ADP + 2P.-> 

2 piruvato + 2NADH + 2H^ + 2ATP + 2 H 2 O 

► A glicolise e rigidamente regulada de forma coordenada 
com outras vias geradoras de energia para garantir um 
suprimento constante de ATP. 

► No diabetes tipo 1, a captagao deficiente de glicose pelo 
musculo e tecido adiposo tern efeitos profundos sobre o 
metabolismo de carboidratos e gorduras. 


14.2 Vias alimentadoras da glicolise 

Muitos carboidratos, alem da glicose, encontram seus des¬ 
tines catabolicos na glicolise, apos serem transformados 
em um dos intermediaries glicoliticos. Os mais significati- 
vos sao os polissacandeos de armazenamento, glicogenio 
e amido, contidos nas celulas (endogenos) ou obtidos da 
dieta; os dissacandeos maltose, lactose, trealose e saca- 
rose; e os monossacarideos frutose, manose e galactose 
(Figura 14-11). 

Os polissacandeos e os dissacandeos da dieta sofrem 
hidrolise a monossacarideos 

Para a maioria dos seres humanos, o amido e a principal 
fonte de carboidratos na dieta (Figura 14-11). A digestao 
inicia na boca, onde a a-amilase salivar hidrolisa as liga- 
goes glicosidicas internas (a 1^4) do amido, produzindo 
fragmentos polissacaridicos curtos ou oligossacarideos. 
(Note que nessa reagao de hidrolise, a agua e nao P^ e 
a especie atacante.) No estomago, a a-amilase salivar e 
inativada pelo pH baixo, mas uma segunda forma de a- 
-amilase, secretada pelo pancreas no intestine delgado. 
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] FIGURA14-10 Efeito do diabetes tipo 1 sobre o metabolismo 
. ^ dos carboidratos e das gorduras em um adipocito. Normal- 
mente, a insulina desencadeia a insergao de transportadores GLUT4 na 
membrana plasmatica pela fusao de vesiculas contendo GLUT4 com a mem- 
brana, permitindo a captapao de glicose do sangue. Quando os niveis de in¬ 
sulina diminuem no sangue, GLUT4 e ressequestrado em vesiculas por endo- 
citose. No diabetes melito tipo 1 (dependente de insulina), a inserpao de 
GLUT4 nas membranas, assim como outros processes normalmente estimu- 
lados por insulina, estao inibidos como indicado por X. A deficiencia de insu¬ 
lina impede a captapao de glicose por GLUT4; como consequencia, as celulas 


continua o processo de degradagao. A a-amilase pancrea- 
tica gera principalmente maltose e maltotriose (os di e 
trissacandeos de glicose) e oligossacandeos chamados 
de dextrinas-limite, fragmentos de amilopectina conten¬ 
do pontos de ramificagao (q: 1^6). A maltose e as dex- 
trinas sao degradadas ate glicose por enzimas do epite- 
lio intestinal com borda em escova (as microvilosidades 
das celulas epiteliais do intestino, que aumentam muito 
a area da superficie intestinal). 0 glicogenio da dieta tern 


sao privadas de glicose, enquanto ela esta elevada na corrente sanguinea. 
Sem glicose para o suprimento de energia, os adipocitos degradam triacilgli- 
cerois estocados em gotas de gordura e fornecem os acidos graxos resultan- 
tes para outros tecidos para a produpao mitocondrial de ATP. Dois subprodu- 
tos da oxidapao dos acidos graxos acumulam-se no figado (acetoacetato e 
jS-hidroxibutirato, ver p. 686) e sao liberados na corrente sanguinea, forne- 
cendo combustivel para o cerebro, mas tambem diminuindo o pH do san¬ 
gue, causando cetoacidose. A mesma sequencia de eventos ocorre no mus¬ 
culo, exceto que os miocitos nao estocam triacilglicerois, mas captam os 
acidos graxos que sao liberados na corrente sanguinea pelos adipocitos. 


essencialmente a mesma estrutura do amido, e sua diges- 
tao segue a mesma via. 

Como foi visto no Capitulo 7, a maioria dos animais nao 
pode digerir celulose devido a falta da enzima celulase, que 
diva as ligagoes glicosidicas (j81^4) da celulose. Em ani¬ 
mais ruminantes, o estomago estendido inclui uma camara 
onde microrganismos simbioticos que produzem celulase 
degradam celulose em moleculas de glicose. Esses micror¬ 
ganismos utilizam a glicose resultante por meio de fermen- 
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FIGURA14-11 Entrada de glicogenio, amido, dissacarideos e hexoses da dieta no estagio preparatorio da glicolise. 


tagao anaerobia, produzindo grandes quantidades de pro¬ 
pionate. Esse propionate serve como material de partida 
para a gliconeogenese, que gera a maior parte da lactose 
do leite. 

0 glicogenio endogeno e o amido sao degradados por 
fosforolise 

Os estoques de glicogenio em tecidos animals (principal- 
mente no figado e no musculo esqueletico), em micror- 
ganismos on em tecidos vegetais podem ser mobilizados, 
para o uso da mesma celula, por uma rediqdiofosfolitica ca- 
talisada pela glicogenio-fosforilase (amido-fosforilase 
em vegetais) (Figura 14-12). Essas enzimas catalisam o 
ataque por P. sobre a ligagao glicosidica (a 1^4) que une 
os dels ultimos residues de glicose na extremidade nao re- 
dutora, gerando glicose-1-fosfato e um polimero com uma 
unidade de glicose a menos. A fosforolise preserva parte 
da energia da ligagao glicosidica do ester-fosfato da glico¬ 
se-1-fosfato. A glicogenio-fosforilase (on amido-fosforilase) 
age repetidamente ate alcangar um ponto de ramificagao 


(a 1^6) (ver Figura 7-13), onde cessa sua agao. Uma enzi- 
ma de desramificagao remove as ramificagoes. Os meca- 
nismos e o controle da degradagao de glicogenio sao descri- 
tos em maior detalhe no Capitulo 15. 

A glicose-1-fosfato produzida pela glicogenio-fosforilase 
e convertida a glicose-6-fosfato pela fosfoglicomutase, 
que catalisa a reagao reversivel: 

Glicose-1-fosfato Glicose-6-fosfato 

A fosfoglicomutase utiliza basicamente o mesmo mecanis- 
mo que a fosfoglicerato-mutase (Figura 14-9): ambas en- 
volvem um intermediario bifosfato, e a enzima e transito- 
riamente fosforilada em cada ciclo catalitico. 0 nome geral 
mutase e dado a enzimas que catalisam a transferencia de 
um grupo funcional de uma posigao para outra, na mesma 
molecula. As mutases sao uma subclasse das isomerases, 
enzimas que interconvertem estereoisomeros ou isomeros 
estruturais ou de posigao (ver Tabela 6-3). A glicose-6-fos- 
fato formada na reagao da fosfoglicomutase pode entrar na 
glicolise ou em outra via, como a via das pentoses-fosfato, 
descrita na Segao 14.5. 
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FIGURA 14-12 Degrada^ao do glicogenio intracelular pela glicoge- 
nio-fosforilase. A enzima catalisa o ataque pelo fosfato inorganico (em cor 
salmao) sobre o residue glicosil terminal (em azul) na extremidade nao redu¬ 
tora de uma molecula de glicogenio, liberando glicose-1 -fosfato e formando 
uma molecula de glicogenio com urn residue de glicose a menos. A reaqao 
e uma fosforolise (nao hidrolise). 


PROBLEMA RESOLVID014-1 Economia de energia para a quebra do 
glicogenio por fosforolise 

Calcule a economia de energia (em moleculas de ATP por 
monomeros de glicose) obtida pela quebra do glicogenio 
poT fosforolise em vez de hidrolise para iniciar o processo 
de glicolise. 


Os dissacarideos devem ser hidrolisados a monossaca- 
rideos antes de entrar na celula. Dissacarideos intestinais e 
dextrinas sao hidrolisados por enzimas acopladas a superfi- 
cie externa das celulas epiteliais intestinais: 

Dextrina + 7^H20-> n n-glicose 

dextrinase 

Maltose + H 2 O-> 2 n-glicose 

maltase 

Lactose + H 2 O-> n-galactose + n-glicose 

lactase 

Sacarose + H 2 O-> n-frutose + n-glicose 

sacarase 

Trealose + H 2 O-> 2 n-glicose 

trealase 


Os monossacarideos assim formados sao transportados 
ativamente para as celulas epiteliais (ver Figura 11-43), em 
seguida passam para o sangue e sao transportados para va- 
rios tecidos, onde sao fosforilados e entram na sequencia 
glicolitica. 

A intolerancia a lactose, comum entre adultos na 
maior parte das populagoes humanas, exceto aquelas 


originarias do norte da Europa e alguns paises da Africa, e 
devida ao desaparecimento, apos a infancia, da maior parte 
on de toda atividade lactasica das celulas epiteliais intesti¬ 
nais. Na ausencia de lactase intestinal, a lactose nao pode 
ser completamente digerida e absorvida no intestino delga- 
do, passando para 0 intestino grosso, onde bacterias a con- 
vertem em produtos toxicos que causam embras abdominais 
e diarreia. 0 problema e ainda mais complicado porque a 
lactose nao digerida e sens metabolites aumentam a osmola- 
ridade do conteudo intestinal, favorecendo a retengao de 
agua no intestino. Na maioria dos lugares do mundo onde a 
intolerancia a lactose e prevalente, 0 leite nao e usado como 
alimento para adultos, embora os produtos do leite pre-dige- 
ridos com lactase estejam comercialmente disponiveis em 
alguns paises. Em certas patologias humanas, estao ausen- 
tes algumas on todas as dissacaridases intestinais. Nesses 
casos, 0 disturbio digestive ocasionado pelos dissacarideos 
da dieta pode ser minimizado por uma dieta controlada. ■ 


Solu^ao: A fosforolise produz uma glicose fosforilada (gli¬ 
cose-1-fosfato), que e entao convertida a glicose-6-fosfato 
- sem gasto da energia celular (1 ATP) necessaria para a 
formagao de glicose-6-fosfato a partir de glicose livre. Por- 
tanto, e consumido apenas 1 ATP por monomero de glicose 
na fase preparatoria, em comparagao com 2 ATP consumi- 
dos quando a glicolise inicia com glicose livre. Consequen- 
temente, a celula ganha 3 ATP por monomero de glicose (4 
ATP produzidos na fase de pagamento menos 1 ATP usado 
na fase preparatoria), em vez de 2 - uma economia de 1 
ATP por monomero de glicose. 


Outros monossacarideos entram na via glicolitica em 
diversos pontos 

Na maior parte dos organismos, outras hexoses alem da gli¬ 
cose podem sofrer glicolise apos a conversao a um derivado 
fosforilado. A D-frutose, presente na forma livre em muitas 
frutas e formada pela hidrolise da sacarose no intestino del- 
gado de vertebrados, e fosforilada pela hexocinase: 

Mg"-^ 

Frutose + ATP-> frutose-6-fosfato + ADP 


A quebra de polissacarideos da dieta, como o glicogenio 
e o amido, no trato gastrintestinal por fosforolise em vez 
de hidrolise nao produziria ganho de energia: agucares fos- 
fatados nao sao transportados para dentro das celulas que 
revestem o intestino, devendo primeiro ser desfosforilados 
a agucar livre. 


Esta e a principal via de entrada da frutose na glicolise nos 
musculos e nos rins. No figado, a frutose entra por uma via 
diferente. A enzima hepatica frutocinase catalisa a fosfori- 
lagao da frutose em C-1 em vez de C-6: 

Frutose + ATP-> frutose-1-fosfato + ADP 
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A frutose-l-fosfato e entao clivada a gliceraldeido e di- 
-hidroxiacetona-fosfato pela frutose-l-fosfato-aldolase: 


iCHaOPOf- 

2C=0 

sl 

HOCH 

4| 

HCOH 

sl 

HCOH 

6CH2OH 

Frutose-1-fosfato 


Frutose-1-fosfato- 

-aldolase 


CH20P0i- 

c=o 

I 

CH 20 H 

Di-hidroxiacetona- 

-fosfato 

+ 


H 

I 

C=0 

I 

HCOH 

I 

CH2OH 

Gliceraldeido 


A di-hidroxiacetona-fosfato e convertida a gliceralde- 
ido-3-fosfato pela enzima glicolitica triose-fosfato-isome- 
rase. 0 gliceraldeido e fosforilado pelo ATP e pela triose- 
-cinase a gliceraldeido-3-fosfato: 

Gliceraldeido + ATP -> gliceraldeido-3-fosfato + ADP 

Assim, os dois produtos da hidrolise da frutose-l-fosfato 
entram na via glicolitica como gliceraldeido-3-fosfato. 


para o figado, onde e primeiro fosforilada em C-1, a custa de 
ATP, pela enzima galactocinase: 

Galactose + ATP-> galactose-1-fosfato + ADP 

A galactose-1-fosfato e entao convertida ao seu epime- 
ro em C-4, a glicose-1-fosfato, por um conjunto de reagoes 
nas quais que o difosfato de uridina (UDP) funciona 
como coenzima transportadora de grupos hexoses (Figu- 
ra 14-13). A epimerizagao envolve primeiro a oxidagao do 
grupo —OH em C-4 para uma cetona, em seguida a redu- 
gao da cetona para um —OH, com inversao da configura- 
gao em C-4. NAD e o cofator tanto para a oxidagao como 
para a redugao. 

A deficiencia de qualquer uma das tres enzimas dessa 
via causa galactosemia em humanos. Na galactosemia por 
deficiencia de galactocinase, altas concentragoes de galac¬ 
tose sao encontradas no sangue e na urina. Os individuos 
afetados desenvolvem catarata durante a infancia, causada 
pela deposigao no cristalino de um metabolite da galactose, 
o galactitol. 


A D-galactose, produto da hidrolise da lactose (agucar 
do leite), oassa, oela corrente san^uinea, do intestine 
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H—C —OH 
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Os outros sintomas dessa patologia sao relativamente 
leves, e a limitagao rigorosa de galactose na dieta diminui 
de mode significative sua severidade. 

A galactosemia por deficiencia da transferase e mais 
seria; ela e caracterizada por retardo do crescimento na 
infancia, anormalidade na fala, deficiencia mental e dano 


Galactocinase 



O—@ Galactose-1-fosfato 


H OH 



FIGURA14-13 Conversao da galactose em glicose-1-fosfato. A con- 
versao ocorre por meio de um derivado apucar-nucleotideo, a UDP-galacto- 
se, que e formado quando galactose-1-fosfato desloca glicose-1-fosfato da 
UDP-glicose. A UDP-galactose e entao convertida pela UDP-glicose-4-epi- 
merase a UDP-glicose, em uma reaqao que envolve a oxidagao de C-4 (em 
cor salmao) pelo NAD^, e entao a redugao de C-4 por NADH; o resultado e a 
inversao da configuragao em C-4. A UDP-glicose e regenerada por meio de 
um novo cicio das mesmas reagoes. 0 efeito liquido desse cicio e a conver¬ 
sao de galactose-1 -fosfato a glicose-1 -fosfato; nao ha produgao ou consume 
liquido de UDP-glicose ou UDP-galactose. 
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hepatico que pode ser fatal, mesmo quando a galacto¬ 
se e retirada da dieta. A galactosemia por deficiencia 
da epimerase leva a sintomas similares, porem e menos 
grave quando a galactose da dieta e cuidadosamente 
controlada. ■ 

A D-manose, liberada na ingestao de varies polissaca- 
rideos e glicoproteinas dos alimentos, pode ser fosforilada 
em C-6 pela hexocinase: 


As celulas primitivas que viviam em uma atmosfera pra- 
ticamente desprovida de oxigenio tiveram que desenvolver 
estrategias para extrair energia de moleculas combustiveis 
em condigoes anaerobias. A maioria dos organismos moder- 
nos reteve a capacidade de regenerar NAD^ continuamente 
durante a glicolise anaerobia pela transferencia de eletrons 
do NADH para formar um produto final reduzido, como lac¬ 
tate ou etanoL 


Mg"-^ 

Manose + ATP-> manose-6-fosfato + ADP 

A manose-6-fosfato e isomerizada pela fosfomanose- 
-isomerase, gerando frutose-6-fosfato, intermediario da 
glicolise. 

RESUM014.2 Vids dlimentadords da glicolise 

► 0 glicogenio e o amido endogenos, as formas de armaze- 
namento da glicose, entram na glicolise em um processo 
de duas etapas. A clivagem fosforolitica de um residue 
de glicose de uma extremidade do polimero, formando 
glicose-1-fosfato, e catalisada pela glicogenio-fosforila- 
se ou pela amido-fosforilase. A fosfoglicomutase entao 
converte a glicose-1-fosfato em glicose-6-fosfato, que 
pode entrar na glicolise. 

► Os polissacarideos e os dissacarideos ingeridos sao con- 
vertidos a monossacarideos por enzimas hidroliticas in- 
testinais, e os monossacarideos entao entram nas celu¬ 
las intestinais e sao transportados para o figado ou para 
outros tecidos. 


0 piruvato e o receptor final de eletrons na 
fermenta^o lactica 

Quando tecidos animais nao podem ser supridos com oxige¬ 
nio suficiente para realizar a oxidagao aerobia do piruvato 
e do NADH produzidos na glicolise, NAD"^ e regenerado a 
partir de NADH pela redugao do piruvato a lactato. Como 
mencionado antes, alguns tecidos e tipos celulares (como 
os eritrocitos, que nao possuem mitocondria e, portanto, 
nao podem oxidar piruvato ate COg) produzem lactato a 
partir de glicose mesmo em condigoes aerobias. A redugao 
do piruvato por essa via e catalisada pela lactato-desidro- 
genase, que forma o isomero l do lactato em pH 7: 


D, 0 

NADH + H+ 

1 

0 

\ 

0^ 

c 

1 

1 NAD"" 

c 

1 

c=o 

1 — 

VV . 

HO—C—H 

1 

CH3 

Piruvato 

Lactato- 

-desidrogenase 

CH3 

L-Lactato 

AG'° = -25,1 kJ/mol 


► Varias D-hexoses, incluindo a frutose, a galactose e a 
manose, podem entrar na glicolise. Cada uma delas e 
fosforilada e convertida a glicose-6-fosfato, frutose-6- 
-fosfato ou frutose-1-fosfato. 

► A conversao de galactose-1-fosfato a glicose-1-fosfato 
envolve dois derivados nucleotidicos: UDP-galactose e 
UDP-glicose. Defeitos geneticos em qualquer das tres 
enzimas que catalisam a conversao de galactose em gli¬ 
cose-1-fosfato resultam em galactosemias de severidade 
variada. 

14.3 Destines do piruvato em condigoes 
anaerobias: fermenta^ao 

Em condigoes aerobias, o piruvato formado na etapa final 
da glicolise e oxidado a acetate (acetil-CoA), que entra no 
ciclo do acido citrico e e oxidado a COg e H 2 O. 0 NADH 
formado pela desidrogenagao do gliceraldeido-3-fosfato e 
finalmente reoxidado a NAD^ pela transferencia de sens 
eletrons ao Og na respiragao mitocondrial. No entanto, 
em condigoes de hipoxia (pouco oxigenio) - assim como 
no musculo esqueletico muito ativo, nos tecidos vegetais 
submerses, nos tumores solidos ou nas bacterias lacticas 
- o NADH gerado pela glicolise nao pode ser reoxidado 
pelo Og. A falha na regeneragao de NAD^ deixaria a celula 
carente de aceptor de eletrons para a oxidagao de glice- 
raldeido-3-fosfato, e as reagoes geradoras de energia da 
glicolise cessariam. Portanto, NAD"^ deve ser regenerado 
de outra forma. 


0 equilibrio global da reagao favorece bastante a formagao 
de lactato, como mostrado pela grande variagao negativa da 
energia livre padrao. 

Na glicolise, a desidrogenagao de duas moleculas de gli- 
ceraldeido-3-fosfato derivado de cada molecula de glicose 
converte duas moleculas de NAD^ a duas de NADH. Como 
a redugao de duas moleculas de piruvato em duas de lacta¬ 
to regenera duas moleculas de NAD"^, nao ocorre variagao 
liquida de NAD"^ ou NADH: 


Glicose 



0 lactato formado pelo musculo esqueletico em ati- 
vidade (ou pelos eritrocitos) pode ser reciclado; ele e 
transportado pelo sangue ate o figado, onde e convertido 
em glicose durante a recuperagao da atividade muscular 
exaustiva. Quando o lactato e produzido em grande quan- 
tidade durante a contragao muscular vigorosa (p. ex., 
durante uma arrancada), a acidificagao resultante da io- 
nizagao do acido lactico nos musculos e no sangue limita 
o periodo de atividade vigorosa. Os atletas mais bem con- 
dicionados so podem correr por um minuto em velocidade 
maxima (Quadro 14-2). 
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QUADR014-2 Atletas, jacares e celacantos: glicolise em concentra^des limitantes de oxigenio 


Os vertebrados sao em sua maior parte organismos es- 
sencialmente aerobios: eles convertem glicose em piru- 
vato pela glicolise, depois utilizam o oxigenio molecular 
para oxidar o piruvato a COg e H 2 O. 0 catabolismo anae¬ 
robic da glicose a lactato ocorre durante curtos pulsos 
de atividade muscular extrema, por exemplo, em uma 
corrida de 100 m, durante a qual o oxigenio nao pode ser 
transportado para os musculos com a rapidez suficiente 
para oxidar o piruvato. Assim, os musculos utilizam seus 
estoques de glicose (glicogenio) como combustivel para 
gerar ATP por fermentagao, com lactato como produto 
final. Na arrancada de uma corrida, a concentragao de 
lactato no sangue aumenta muito. No figado, ele e len- 
tamente convertido em glicose pela gliconeogenese no 
periodo de descanso ou recuperagao, quando, entao, o 
oxigenio e consumido em taxas gradualmente menores 
ate a velocidade da respiragao retornar ao normal. 0 ex- 
cesso de oxigenio consumido no periodo de recupera¬ 
gao representa a reposigao do debito de oxigenio. Essa 
e a quantidade de oxigenio necessaria para suprir ATP 
para a gliconeogenese durante a recuperagao da respi¬ 
ragao, para regenerar o glicogenio “tornado emprestado” 
do figado e do musculo para realizar atividade muscular 
intensa na corrida de velocidade. 0 ciclo de reagoes que 
incluem a conversao de glicose em lactato no musculo e 
a conversao de lactato em glicose no figado e chamado 
de ciclo de Cori, em homenagem a Carl e Gerty Cori, 
cujos estudos, nas decadas de 1930 e 1940, elucidaram a 
via e seu papel (ver Quadro 15-4). 

0 sistema circulatorio da maioria dos vertebrados 
pequenos consegue transportar oxigenio para os mus¬ 
culos com rapidez suficiente para evitar o uso anaerobic 
de glicogenio muscular. Por exemplo, os passaros mi- 
grantes com frequencia voam grandes distancias em alta 
velocidade sem descansar e sem incorrer em debito de 
oxigenio. Muitos animais velozes de tamanho moderado 
tambem mantem essencialmente um metabolismo aero- 
bio em seus musculos esqueleticos. No entanto, o siste¬ 
ma circulatorio de animais de grande porte, incluindo o 
homem, nao consegue sustentar o metabolismo aerobic 
nos musculos esqueleticos por longos periodos de ativi¬ 
dade muscular intensa. Esses animais em geral movem- 
-se lentamente em circunstancias normais e desenvol- 
vem atividade muscular intensa apenas em emergences 
muito graves, ja que tal pulse de atividade requer longo 
periodo de recuperagao para repor o debito de oxigenio. 

Os jacares e os crocodiles, por exemplo, sao normal- 
mente animais lentos. No entanto, quando provocados, 
eles sofrem mudangas a velocidade da luz e podem dar 
chicotadas violentas com suas caudas poderosas. Es¬ 
ses pulsos de atividade intensa sao curtos e devem ser 
seguidos por longos periodos de recuperagao. Os mo- 
vimentos rapidos de emergencia requerem fermenta- 
gao lactica para gerar ATP nos musculos esqueleticos. 
Os estoques musculares de glicogenio sao rapidamente 


consumidos na atividade muscular intensa, e o lactato 
atinge concentragoes muito altas em miocitos e no flui- 
do extracelular. Enquanto um atleta treinado pode se 
recuperar de uma corrida de 100 m em 30 minutes ou 
menos, um jacare pode precisar de muitas boras de des¬ 
canso e de consume extra de oxigenio para limpar o ex- 
cesso de lactato de seu sangue e regenerar o glicogenio 
muscular apos um pulso de atividade. 

Outros animais de grande porte, como os elefantes 
e os rinocerontes, tern caracteristicas metabolicas simi- 
lares as dos mamiferos aquaticos, como as baleias e as 
focas. Os dinossauros e outros animais de porte enorme, 
agora extintos, provavelmente dependiam da fermenta- 
gao lactica para fornecer energia para a atividade mus¬ 
cular, seguida de periodos muito longos de recuperagao 
em que ficavam vulneraveis ao ataque por predadores 
menores, mais capazes de utilizar oxigenio e, assim, mais 
bem adaptados para atividades musculares continuas e 
sustentadas. 

Exploragoes do alto-mar revelaram muitas especies 
de vida marinha em grandes profundidades oceanicas, 
onde a concentragao de oxigenio e quase zero. Por exem¬ 
plo, o celacanto primitivo, peixe grande encontrado em 
profundidades de 4.000 m ou mais na costa da Africa 
do Sul, tern metabolismo essencialmente anaerobic em 
quase todos os tecidos. Ele converte carboidratos em 
lactato e em outros produtos, sendo que a maior parte 
deles deve ser excretada. Alguns vertebrados marinhos 
fermentam glicose a etanol e COg para gerar ATP. 
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Embora a conversao de glicose em lactato compreenda 
duas etapas de oxidagao-redugao, nao ocorre variagao liqui- 
da no estado de oxidagao do carbono; na glicose (CgH^gOe) 
e no acido lactico (CgHgOg), a relagao H:C e a mesma. To- 
davia, parte da energia da molecula da glicose e extraida 
pela sua conversao em lactato - o suficiente para dar um 
rendimento liquido de duas moleculas de ATP para cada 
molecula de glicose consumida. Fermentagao e o termo 
geral para esse processo, que extrai energia (como ATP) 
mas nao consome oxigenio nem varia as concentragoes de 
NAD^ on NADH. As fermentagoes sao realizadas por uma 
grande variedade de organismos, muitos deles ocupando 
nichos anaerobios e produzindo diversos produtos finals, 
alguns com aproveitamento comercial. 


0 etanol e o produto reduzido na fermenta^ao alcoolica 

Leveduras e outros microrganismos fermentam glicose em 
etanol e COg, em vez de lactato. A glicose e convertida a 
piruvato pela glicolise, e o piruvato e convertido a etanol e 
COg em um processo de duas etapas: 
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o 
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CO2 

N / 

c 

TPP, 
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C=0 


Mg2 


I Piruvato- 

CHg -descarboxilase 
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NADH + 


0 H 
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CH 2 

1 

Alcool- 
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CH 3 

-desidrogenase 

CH 3 

Acetaldeido 


Etanol 


Na primeira etapa, o piruvato e descarboxilado em uma rea- 
gao irreversivel catalisada pela piruvato-descarboxilase. 
Essa reagao e uma descarboxilagao simples e nao envolve 
a oxidagao do piruvato. A piruvato-descarboxilase requer 
Mg^^ e contem uma coenzima fortemente ligada, a tiamina- 
-pirofosfato, discutida a seguir. Na segunda etapa, o acetal- 
deido e reduzido a etanol pela agao da alcool-desidroge- 
nase, com o poder redutor fornecido pelo NADH derivado 
da desidrogenagao do gliceraldeido-3-fosfato. Essa reagao 
e um caso bem estudado de transferencia de grupo hidreto 
do NADH (Figura 14-14). Etanol e COg sao entao os pro¬ 
dutos finals da fermentagao etanolica, e a equagao geral e: 

Glicose + 2ADP + 2?^ -> 2 etanol + 2COg + 2ATP + 2HgO 

Como na fermentagao lactica, nao existe variagao liqui- 
da na razao entre atomos de hidrogenio e carbono quan- 
do a glicose (razao H:C = 12/6 = 2) e fermentada a duas 
moleculas de etanol e duas de COg (razao H:C combina- 
da= 12/6=2). Em todas as fermentagoes, a razao H:C dos 
reagentes e dos produtos permanece a mesma. 

A piruvato-descarboxilase esta presente na levedura 
utilizada para fabricagao de cerveja e pao (Saccharomyces 
cerevisiae) e em todos os organismos que fermentam gli¬ 
cose em etanol, incluindo algumas plantas. 0 COg produ- 
zido pela piruvato-descarboxilase na levedura da cerveja e 
responsavel pela efervescencia caracteristica do champa- 
nhe. A antiga arte de fazer cerveja envolve varies proces¬ 
ses enzimaticos alem das reagoes da fermentagao alcoolica 
(Quadro 14-3). Na panificagao, o COg liberado pela piru¬ 
vato-descarboxilase, quando a levedura e misturada com 


Acetaldeido 


NADH 



-Zn2+ 
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NAD+ 


NHo 



Alcool- 

-desidrogenase 


Zx\^ do sitio ativo polariza o oxigenio do 
carbonil do acetaldeido, permitindo a 
transferencia de um ion hidreto (em vermelho) 
do NADH. 0 intermediario reduzido adquire um 
proton do meio (em azul) para formar etanol. 
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NHo + CHo—C— OH 
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H 

Etanol 


FIGURA 14-14 A reagao da alcool-desidrogenase. ^ Mecanismo da alcool- 
-desidrogenase 


o agucar fermentavel, faz a massa crescer. A enzima esta 
ausente em tecidos de vertebrados e em outros organismos 
que realizam fermentagao lactica. 

A alcool-desidrogenase esta presente em muitos orga¬ 
nismos que metabolizam etanol, incluindo o homem. No 
figado ela catalisa a oxidagao do etanol ingerido ou produ- 
zido por microrganismos intestinais, com a concomitante 
redugao de NAD^ a NADH. Nesse caso, a reagao segue no 
sentido oposto aquele envoMdo na produgao de etanol pela 
fermentagao. 


A tiamina-pirofosfato transporta grupos 
"acetaldeido ativos" 


A reagao da piruvato-descarboxilase proporciona nos- 
so primeiro encontro com a tiamina-pirofosfato 
(TPP) (Figura 14-15), coenzima derivada da vitamina B^. 
A deficiencia de vitamina na dieta humana leva a uma 
patologia conhecida como beriberi, caracterizada pelo acu- 
mulo de fluidos corporals (inchago), dor, paralisia e, em ul¬ 
tima instancia, morte. ■ 

A tiamina-pirofosfato exerce um papel importante na 
clivagem de ligagoes adjacentes ao grupo carboxila, como 
a descarboxilagao de a-cetoacidos, e em rearranjos quimi- 
cos em que um grupo acetaldeido ativado e transferido de 
um atomo de carbono para outro (Tabela 14-1). A porgao 
funcional da TPP, o anel tiazolico, contem um proton rela- 
tivamente acido em C-2. A perda desse proton produz um 
carbanion, que e a especie ativa nas reagoes dependentes 
de TPP (Figura 14-15). 0 carbanion liga-se prontamente ao 
grupo carbonil, e o anel tiazolico esta, consequentemente, 
posicionado para atuar como “escoadouro de eletrons”, o 
que facilita grandemente as reagoes, como a descarboxila¬ 
gao catalisada pela piruvato-descarboxilase. 
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QUADR014-3 Fermenta^es etanolicas: fabricando cerveja e produzindo biocombustiveis 


A produgao de cerveja foi uma ciencia aprendida cede 
na historia da humanidade, sendo mais tarde aprimorada 
para a produgao em larga escala. Os cervejeiros fabricam 
a cerveja por meio da fermentagao etanolica de carboi- 
dratos presentes em graos de cereais (sementes) como 
a cevada, realizada pelas enzimas glicoliticas das levedu- 
ras. Os carboidratos, grandes polissacarideos, devem ser 
primeiro degradados a dissacarideos e monossacarideos. 
No processo chamado de maltagem, as sementes da ceva¬ 
da germinam ate formarem as enzimas hidroliticas neces- 
sarias para a quebra dos polissacarideos. Nesse ponto, a 
germinagao e interrompida por aquecimento controlado. 
0 produto e o malte, o qual contem enzimas que cata- 
lisam a hidrolise das ligagoes /3 da celulose e de outros 
polissacarideos da parede celular da casca da cevada, e 
enzimas como a a-amilase e a maltase. 

Em seguida, o cervejeiro prepara o mosto, o meio nu- 
triente necessario para a fermentagao pelas celulas das 
leveduras. 0 malte e misturado com agua, sendo entao 
macerado. Isso permite que as enzimas formadas no 
processo de maltagem hidrolisem os polissacarideos dos 
cereais para formar maltose, glicose e outros agucares 
simples, soluveis em meio aquoso. 0 material celular res- 
tante e separado, e o mosto liquido e fervido com lupulo 
para dar o sabor. 0 mosto e resfriado e entao aerado. 

Agora, sao adicionadas celulas de levedura. No mos¬ 
to aerobio, as leveduras crescem e se reproduzem mui- 
to rapidamente, usando a energia obtida dos agucares 
dispomveis. Nao e formado etanol durante esse estagio, 
porque as leveduras, amplamente supridas com oxigenio, 
oxidam o piruvato formado pela glicolise em COg e H 2 O 
por meio do ciclo do acido citrico. Quando todo o oxi¬ 
genio dissoMdo existente no tanque de fermentagao do 
mosto tiver sido consumido, as leveduras mudam para o 
metabolismo anaerobio, e a partir desse ponto elas fer- 
mentam os agucares em etanol e COg. 0 processo de fer¬ 
mentagao e controlado em parte pela concentragao de 
etanol formado, pelo pH e pela quantidade remanescente 
de agucar. Apos a fermentagao ter sido interrompida, as 
celulas sao removidas e a cerveja “crua” esta pronta para 
o processamento final. 

Nas etapas finals da fabricagao da cerveja, e ajusta- 
da a quantidade de espuma (on colarinho), resultante de 
proteinas dissolvidas. Geralmente, isto e controlado por 
enzimas proteoliticas que surgem do processo de malta¬ 
gem. Caso essas enzimas atuem sobre as proteinas por 


longo periodo de tempo, a cerveja tera colarinho mui- 
to pequeno e ficara “choca”; se elas nao agirem por um 
tempo suficiente, a cerveja ficara turva quando gelada. 
Algumas vezes sao adicionadas enzimas proteoliticas de 
outras fontes para controlar a espuma. 

Grande parte da tecnologia desenvoMda para a pro- 
dugao de bebidas alcoolicas em larga escala encontra 
aplicagao em um problema inteiramente diferente: a 
produgao de etanol como combustivel renovavel. Com a 
redugao continua dos estoques conhecidos de combus- 
tiveis fosseis e o aumento do custo do combustivel para 
motores de combustao interna, existe o aumento do in- 
teresse no uso de etanol como um combustivel substitu¬ 
te on um complemento. A principal vantagem do etanol 
como combustivel e que ele pode ser produzido a partir 
de fontes relativamente baratas e renovdveis, ricas em 
sacarose, amido on celulose - amido de milho on trigo, 
sacarose de beterraba on cana, e celulose de palha, de 
residues de industrias florestais on de residues solidos 
domesticos. Geralmente, a materia-prima e convertida 
quimicamente primeiro a monossacarideos, entao forne- 
cidos como alimento a uma linhagem robusta de levedura 
em um fermentador em escala industrial (Figura Q-1). A 
fermentagao pode render nao apenas etanol para com¬ 
bustivel, mas tambem subprodutos como proteinas que 
podem ser usadas para alimentagao de animals. 



FIGURA Q-1 Fermentagoes em escala industrial para a produpao de bio- 
combustivel e outros produtos sao realizadas em tanques que compor- 
tam milhares de litres de meio. 


As fermenta^es sao usadas para produzir alguns 
alimentos comuns e reagentes quimicos industrials 

Ha milenios a humanidade aprendeu a usar a fermentagao 
na produgao e na conservagao de alimentos. Certos mi- 
crorganismos presentes em alimentos naturals fermentam 
os carboidratos e geram produtos metabolicos que dao aos 
alimentos sua forma, textura e sabor caracteristicos. Os 
iogurtes, ja conhecidos no periodo biblico, sao produzidos 


quando a bacteria Lactobacillus bulgaricus fermenta os 
carboidratos do leite, produzindo acido lactico; a diminui- 
gao do pH resultante causa a precipitagao das proteinas do 
leite, produzindo a textura espessa e o sabor acido do io- 
gurte nao adogado. Outra bacteria, a Propionibaclerium 
freudenreichii, fermenta o leite produzindo acido propi- 
onico e CO 2 ; o acido propionico precipita as proteinas do 
leite, e as bolhas de CO 2 formam os furos caracteristicos 
do queijo suigo. Muitos outros produtos alimentares sao 





PRINCfPIOS DE BlOQUfMICA DE LEHNINGER 567 


(a) 



Anel de 
tiazol 

' H ' 

I 

CH 2 —N.3 ^ 1? 


CH 3 


o 


o 


5"CHo—CHo—O—P—O—P—0“ 


O” 


Tiamina-pirofosfato (TPP) 


O' 


(b) H 

I 

CH 3 —C—OH 



Acetaldeido 

ativo 


o 


o 


CHo—CHo—O—P—O—P—O” 


CH 3 

Hidroxietil-tiamina-pirofosfato 


I 

O 


I 

O” 


(c) 


R—N 


CHg-C^ 

H 

Acetaldeido 


A eliminagao 
do cation 
tiazol gera 
acetaldeido. 




CH 3 — C^O^H 




R—N 


R' 

CH 3 Hidroxietil 
TPP 


A protonagao 
gera q 

hidroxietil-TPP. 




H" 


CH 3 -C-OH 


FIGURA14-15 Tiamina-pirofosfato (TPP) e seu papel na descarboxi- 
la^ao do piruvato. (a) TPP e a fornna de coenzima da vitamina (tianni- 
na). 0 atomo de carbono reativo no anel de tiazol da TPP esta mostrado em 
vernnelho. Na reagao catalisada pela piruvato-descarboxilase, dois dos tres 
carbonos do piruvato sao transitoriamente transportados pela TPP na forma 
de um grupo hidroxietil, ou "acetaldeido ativo" (b), que e subsequentemen- 
te liberado como acetaldeido. (c) 0 anel de tiazol da TPP estabiliza interme- 
diarios carbanion provendo uma estrutura eletrofilica (deficiente em ele- 
trons) em que os eletrons do carbanion podem ser deslocados por 
ressonancia. As estruturas com essa propriedade, frequentemente chama- 
das de"escoadouros de eletrons" desempenham um importante papel em 
muitas reaqoes bioquimicas - aqui, facilitando a clivagem da reaqao carbo- 
no-carbono. ^ Mecanismo tiamina-pirofosfato 
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piruvato. 


OH 


O 


CH 3 


R—^ 


R' 


CH3 


CO. 




0 


A descarboxilagao e 
facilitada pelo 
deslocamento do eletron 
no anel tiazolico deTPP. 


CH 3 OH 


Estabiliza^ao 
R' por ressonancia 


R-N:’^ ^ 


CH3 


R' 


CH3 


resultantes de fermentagoes: picles, chucmte, salsicha, 
molho de soja e uma variedade de prates tipicos, como 
kimchi (Coreia), tempoyak (Indonesia), kefir (Russia), 
dahi (India) e pozol (Mexico). A redugao do pH associa- 
da a fermentagao tambem ajuda a preservar os alimentos, 
ja que a maioria dos microrganismos que causam a dete- 
rioragao dos alimentos nao cresce em pH baixo. Na agri- 
cultura, subprodutos vegetais, como os colmos de milho, 
sao mantidos para o uso na alimentagao de animais, sendo 
embalados em grandes silos com acesso de ar limitado; a 
fermentagao microbiana produz acidos que diminuem o 


pH. A silagem resultante desse processo de fermentagao 
pode ser utilizada como alimento animal por longos perio- 
dos sem estragar. 

Em 1910, Chaim Weizmann (posteriormente o primeiro 
presidente de Israel) descobriu que a bacteria Clostridium 
acetohutyricum fermenta amido em butanol e acetona. 
Essa descoberta abriu o campo das fermentagoes indus- 
triais, em que alguns materiais facilmente disponiveis, ricos 
em carboidratos (p. ex., amido de milho, ou melago), sao 
fornecidos a uma cultura pura de microrganismos espe- 
cificos, que os fermenta a um produto de valor comercial 
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TABELA14-1 


Algumas reaves dependentes deTPP 


Enzima Via(s) 

Piruvato-descarboxilase Fermentagao alcoolica 


Piruvato-desidrogenase Sintese de acetil-CoA 

a-Cetoglutarato-desidrogenase Ciclo do acido citrico 


Transcetolase 


Reagoes de fixagao de carbono 
Via das pentoses-fosfato 


Liga^ao clivada 


Liga^aoformada 


O 

II . 

Ri—C—C 




o 


o 

II . 

R2—C—C 


o- 

"o- 


O OH 

R3— C— C—R4 

I 

H 


Ri—C 




O 


H 


R 2 —a 




o 


S-CoA 


O OH 

R3— C— C—R^ 

I 

H 


maior. 0 etanol usado para fazer gasohol (mistura de 10% 
de etanol e 90% de gasolina) e produzido por fermentagao 
microbiologica, assim como os acidos formico, acetico, pro- 
pionico, butirico e succmico, e os alcoois glicerol, metanol, 
isopropanol, butanol e butanediol. Em geral, essas fermen- 
tagoes sao desenvoMdas em grandes tanques fechados em 
que a temperatura e o acesso de ar sao controlados para 
favorecer a multiplicagao dos organismos desejados e ex- 
cluir organismos contaminantes. A beleza das fermentagoes 
industriais esta no fato de que as transformagoes qmmicas 
complexas e de multiplas etapas sao realizadas com grande 
rendimento e com poucos subprodutos, por fabricas qm¬ 
micas que se autorreproduzem - as celulas microbianas. 
Para algumas fermentagoes industriais, foi desenvoMda a 
tecnologia para imobilizar as celulas em um suporte inerte, 
passar a materia-prima continuamente pelo leito de celulas 
imobilizadas, e coletar o produto desejado no efluente - um 
sonho dos engenheiros! 

RESUMO 14.3 Destines do piruvato em condigoes anaerobias: 
fermentagao 

► 0 NADH formado na glicolise deve ser reciclado para 
regenerar NAD^, necessario como receptor de eletrons 
na primeira etapa da fase de pagamento. Em condigoes 
aerobias, os eletrons passam do NADH para o Og na res- 
piragao mitocondrial. 

► Em condigoes anaerobias on de hipoxia, muitos orga¬ 
nismos regeneram NAD^ pelo transporte de eletrons 
do NADH para o piruvato, formando lactato. Outros 
organismos, como as leveduras, regeneram NAD^ pela 
redugao de piruvato em etanol e COg. Nesses proces¬ 
ses anaerobios (fermentagoes), nao ocorre oxidagao on 
redugao liquida dos carbonos da glicose. 

► Uma grande variedade de microrganismos pode fermen- 
tar o agucar de alimentos frescos, resultando em mu- 
dangas de pH, sabor e textura, protegendo os alimentos 
da deterioragao. As fermentagoes sao usadas na indus- 
tria para produzir uma ampla variedade de compostos 
organicos comercialmente valiosos a partir de materias- 
-primas baratas. 


14.4 Gliconeogenese 

0 papel central da glicose no metabolismo surgiu cede na 
evolugao, e esse agucar permanece sendo combustivel qua- 
se universal e unidade estrutural nos organismos atuais, 
desde microbios ate humanos. Em mamiferos, alguns teci- 
dos dependem quase completamente de glicose para sua 
energia metabolica. Para o cerebro humano e o sistema ner- 
voso, assim como para os eritrocitos, os testiculos, a medu- 
la renal e os tecidos embrionarios, a glicose do sangue e a 
principal on a unica fonte de combustivel. Apenas o cerebro 
requer em media 120 g de glicose por dia - mais da metade 
de toda a glicose estocada como glicogenio nos musculos 
e no figado. No entanto, o suprimento de glicose a partir 
desses estoques nao e sempre suficiente; entre as refeigoes 
e durante periodos de jejum mais longos, on apos exerci- 
cio vigoroso, o glicogenio se esgota. Para esses periodos, os 
organismos precisam de um metodo para sintetizar glico¬ 
se a partir de precursores que nao sao carboidratos. Isso e 
realizado por uma via chamada de gliconeogenese (“nova 
formagao de agucar”), que converte em glicose o piruvato 
e os compostos relacionados, com tres e quatro carbonos. 

A gliconeogenese ocorre em todos os animais, vegetais, 
fungos e microrganismos. As reagoes sao essencialmente as 
mesmas em todos os tecidos e em todas as especies. Os pre¬ 
cursores importantes da glicose em animais sao compostos 
de tres carbonos como o lactato, o piruvato e o glicerol, as¬ 
sim como certos aminoacidos (Figura 14-16). Em mami¬ 
feros, a gliconeogenese ocorre principalmente no figado, e 
em menor extensao no cortex renal e nas celulas epiteliais 
que revestem internamente o intestino delgado. A glicose 
assim produzida passa para o sangue e vai suprir outros te¬ 
cidos. Apos exercicios vigorosos, o lactato produzido pela 
glicolise anaerobia no musculo esqueletico retorna para o 
figado e e convertido a glicose, que volta para os musculos 
e e convertida a glicogenio - circuito chamado de ciclo de 
Cori (Quadro 14-2; ver tambem Figura 23-19). Em plantas 
oriundas de sementes, as gorduras e as proteinas estoca- 
das nas sementes sao convertidas, por vias que incluem a 
gliconeogenese, ao dissacarideo sacarose para o transporte 
ao longo da planta em desenvolvimento. A glicose e sens 
derivados sao precursores para a sintese da parede celular. 
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FIGURA 14-16 Smtese de carboidratos a partir de precursores sim¬ 
ples. A via a partir de fosfoenolpiruvato ate glicose-6-fosfato e comum para 
a conversao biossintetica de muitos precursores diferentes de carboidratos 
de animais e plantas. A via partindo de piruvato a fosfoenolpiruvato passa 
por oxaloacetato, urn intermediario do cicio do acido citrico, discutido no 
Capitulo 16. Qualquer composto que possa ser convertido a piruvato ou 
oxaloacetato pode, consequentemente, servir como material inicial para 
a gliconeogenese. Isso inclui alanina e aspartato, que podem ser converti- 
dos a piruvato e oxaloacetato, respectivamente, e outros aminoacidos que 
tambem podem gerarfragmentos detres ou quatro carbonos, os chamados 
aminoacidos glicogenicos (verTabela 14-4; ver tambem Figura 18-15). Plan¬ 
tas e bacterias fotossintetizantes sao as unicas capazes de converter CO 2 em 
carboidratos, usando o cicio de Calvin (ver Seqao 20.1). 


nucleotideos, coenzimas e uma serie de outros metabolitos 
essenciais das plantas. Em muitos microrganismos, a glico¬ 
neogenese inicia a partir de compostos organicos simples 
de dois ou tres carbonos, como acetato, lactato e propiona- 
to, presentes em seu meio de crescimento. 

Embora as reagoes da gliconeogenese sejam as mesmas 
em todos os organismos, o contexto metabolico e a regu- 
lagao da via diferem de uma especie para outra e de teci- 
do para tecido. Nesta segao, analisa-se a gliconeogenese e 
como ela ocorre no figado de mamiferos. No Capitulo 20 
e mostrado como organismos fotossinteticos usam essa via 
para converter os produtos primarios da fotossintese em 
glicose, para ser estocada como sacarose ou amido. 

A gliconeogenese e a glicolise nao sao vias identicas cor- 
rendo em diregoes opostas, embora compartilhem varias 
etapas (Figura 14-17); sete das 10 reagoes enzimaticas 
da gliconeogenese sao o inverso das reagoes glicoliticas. No 


Glicolise Gliconeogenese 


Glicose 



FIGURA 14-17 Vias opostas da glicolise e da gliconeogenese em figa- 
do de rato. As reagoes da glicolise estao do lado esquerdo, em vermelho; 
a via oposta, a gliconeogenese, esta mostrada do lado direito, em azul. Os 
principals pontos de regulagao da gliconeogenese representados aqui sao 
discutidos posteriormente neste capitulo e em detaihe no Capitulo 15. A Fi¬ 
gura 14-20 ilustra uma rota alternativa para a produgao de oxaloacetato na 
mitocondria. 
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entanto, ties reagoes da glicolise sao essencialmente irre- 
versiveis e nao podem ser utilizadas na gliconeogenese: a 
conversao de glicose em glicose-6-fosfato pela hexocinase, 
a fosforilagao da fmtose-6-fosfato em fmtose-l,6-bifosfato 
pela fosfofmtocinase-1 e a conversao de fosfoenolpiruvato 
em piruvato pela piruvato-cinase (Figura 14-17). Nas celu- 
las, essas tres reagoes sao caracterizadas por uma grande 
variagao negativa da energia livre, enquanto outras reagoes 
glicoliticas tern AG proximo de zero (Tabela 14-2). Na glico¬ 
neogenese, as tres etapas irreversiveis sao contornadas por 
um grupo distinto de enzimas, catalisando reagoes suficien- 
temente exergonicas para serem efetivamente irreversiveis 
no sentido da sintese de glicose. Assim, tanto a glicolise 
quanto a gliconeogenese sao processos irreversiveis nas ce- 
lulas. Em animais, as duas vias ocorrem principalmente no 
citosol, necessitando de regulagao reciproca e coordenada. 
A regulagao separada das duas vias e atingida por meio de 
controles exercidos nas etapas enzimaticas existentes em 
apenas uma das vias. 

Inicialmente, consideram-se as tres reagoes de contor- 
no da gliconeogenese. (Tenha em mente que “contorno” 
refere-se ao contorno das reagoes irreversiveis da via gli- 
colitica.) 

A conversao de piruvato em fosfoenolpiruvato requer 
duas reaves exergonicas 

A primeira reagao de contorno da gliconeogenese e a con¬ 
versao de piruvato em fosfoenolpiruvato (PEP). Essa rea¬ 
gao nao pode ocorrer por uma simples inversao da reagao da 
piruvato-cinase da glicolise (p. 554), que tern uma grande 
variagao negativa da energia livre e e, portanto, irreversivel 
em condigoes que prevalecem nas celulas intactas (Tabela 
14-2, etapa ©). Assim, a fosforilagao do piruvato e alcanga- 
da por uma sequencia de reagoes de desvio que, em euca- 
riotos, requer enzimas existentes tanto no citosol como nas 
mitocondrias. Como sera visto, a via representada na Figura 


14-17 e descrita em detalhes aqui e uma das duas rotas que 
levam de piruvato a PEP; essa e a via predominante quan- 
do piruvato e alanina sao os precursores glicogenicos. Uma 
segunda via, descrita posteriormente, predomina quando o 
lactato e o precursor glicogenico. 

0 piruvato e primeiro transportado do citosol para a 
mitocondria on e gerado dentro da mitocondria a partir da 
transaminagao da alanina; nessa reagao, o grupamento a- 
-amino e transferido da alanina (gerando piruvato) para um 
a-cetoacido carboxilico (reagoes de transaminagao sao dis- 
cutidas em detalhe no Capitulo 18). A seguir, a piruvato- 
-carboxilase, uma enzima mitocondrial que requer a coen- 
zima biotina, converte o piruvato a oxaloacetato (Figura 
14-18): 

Piruvato + HCOg” + ATP-> 

Oxaloacetato + ADP + P. (14-4) 

A reagao de carboxilagao envolve biotina como transporta- 
dor de bicarbonate ativado, como representado na Figura 
14-19; o mecanismo de reagao esta esquematizado na Fi¬ 
gura 16-17. (Note que HCOg” e formado pela ionizagao do 
acido carbonico formado a partir de COg + HgO.) HCOg~ e 
fosforilado por ATP para formar um anidrido hibrido (car- 
boxifosfato); a seguir a biotina desloca o fosfato na forma- 
gao de carboxibiotina. 

A piruvato-carboxilase e a primeira enzima de regu¬ 
lagao na via gliconeogenica, necessitando de acetil-CoA 
como efetor positive. (Acetil-CoA e produzida pela oxida- 
gao de acidos graxos [Capitulo 17], e seu acumulo sinaliza 
a disponibilidade de acidos graxos como combustiveis.) 
Como sera visto no Capitulo 16 (ver Figura 16-16), a rea¬ 
gao da piruvato-carboxilase pode reconstituir interme¬ 
diaries de outra via metabolica central, o ciclo do acido 
citrico. 

Como a membrana mitocondrial nao tern transportador 
para o oxaloacetato, antes de ser exportado para o citosol 
o oxaloacetato formado a partir do piruvato deve ser redu- 


TABELA 14-2 


Variagao de energia livre das reaves glicoliticas em eritrocitos 


Etapa da reagao glicoh'tka 

A(i'° (kJ/mol) 

AG (kJ/mol) 

O Glicose + ATP -> glicose-6-fosfato + ADP 

-16,7 

-33,4 

© Glicose-6-fosfato frutose-6-fosfato 

U7 

0a25 

© Fmtose-6-fosfato + ATP -> fmtose-l,6-bifosfato + ADP 

-14,2 

-22,2 

O Frutose-l,6-bifosfato di-hidroxiacetona-fosfato + gliceraldeido-3-fosfato 

23,8 

-6 a 0 

© Di-hidroxiacetona-fosfato gliceraldeido-3-fosfato 

7,5 

0a4 

© Gliceraldeido-3-fosfato + P^ + NAD^ s ^ 1,3-bifosfoglicerato + NADH + 

6,3 

-2 a 2 

© 1,3-Bifosfoglicerato + ADP 3-fosfoglicerato + ATP 

-18,8 

0 a 2 

© 3-Fosfoglicerato 2-fosfoglicerato 

4,4 

0 a 0,8 

© 2-Fosfoglicerato fosfoenolpiruvato + HgO 

7,5 

0 a 3,3 

® Fosfoenolpiruvato + ADP -> piruvato + ATP 

-31,4 

-16,7 


Nota: AG'° e a variagao de energia livre padrao, como definido no Capitulo 13 (p. 507-508). AG e a variagao de energia livre calculada a partir das concentragoes reais 
dos intermediaries glicoliticos presentes em condigoes fisiologicas nos eritrocitos, em pH 7. As reagoes glicoliticas de contorno da gliconeogenese estao mostradas em 
vermelho. As equagoes bioquimicas nao sao necessariamente equilibradas para H on carga (p. 517). 
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FIGURA14-18 Smtese de fosfoenolpiruvato a partir de piruvato. (a) 

Na mitocondria, o piruvato e convertido a oxaloacetato em uma reapao de- 
pendente de biotina, catalisada pela piruvato-carboxilase. (b) No citosol, 
oxaloacetato e convertido a fosfoenolpiruvato pela PEP-carboxicinase. 0 CO 2 
incorporado na reapao da piruvato-carboxilase e perdido aqui como CO 2 . 
A descarboxilapao leva a urn rearranjo de eletrons que facilita o ataque do 
oxigenio do carbonil da porpao piruvato sobre o fosfato y do GTR 


zido a malato pela malato-desidrogenase mitocondrial, 
com o consumo de NADH: 


Oxaloacetato 

(a) 

Oxaloacetato 



CH 2 =C—C00“ 
Fosfoenolpiruvato 


(b) 


Oxaloacetato + NADH + H"^ L-malato + NAD"^ (14-5) 

A variagao de energia livre padrao para esta reagao e 
muito alta, mas em condigoes fisiologicas (inclusive uma 
concentragao muito baixa de oxaloacetato) o AG ~ 0 e a 
reagao e prontamente reversivel. A malato-desidrogenase 
mitocondrial age tanto na gliconeogenese como no ciclo do 
acido citrico, mas o fluxo global dos metabolitos nos dois 
processos ocorre em sentidos opostos. 

0 malato deixa a mitocondria por meio de um transpor- 
tador especifico presente na membrana mitocondrial inter¬ 
na (ver Figura 19-31), e no citosol ele e reoxidado a oxaloa¬ 
cetato, com a produgao de NADH citosolico: 

Malato -E NAD^-> oxaloacetato -E NADH -E H^ (14-6) 

0 oxaloacetato e entao convertido a PEP pela fosfoe- 
nolpiruvato-carboxicinase (Figura 14-18). Esta reagao 
e dependente de Mg^^ e requer GTP como doador de grupo 
fosforil: 

Oxaloacetato -E GTP v ^ PEP -E COg + GDP (14-7) 

A reagao e reversivel em condigoes intracelulares; a for- 
magao de um composto de fosfato de alta energia (PEP) e 
balanceada pela hidrolise de outro composto (GTP). 


0 brago biotinil-Lys longo 
desloca o CO 2 do sitio 1 para o sitio 2. 



;c-c-ch2-c( 

-o o- 

Oxaloacetato 


FIGURA 14-19 Papel da biotina na reagao da piruvato-carboxilase. 0 

cofator esta covalentemente ligado a enzima por uma ligaqao amida com o 
grupo 6r-amino de um residue de Lys, formando uma biotinil-enzima. A rea- 
qao ocorre em duas Eases, em dois sitios diferentes da enzima. No sitio cata- 
litico 1, o ion bicarbonate e convertido a CO 2 com gasto de ATP. Em seguida, 
o CO 2 reage com a biotina, formando carboxibiotinil-enzima. 0 braqo longo 
composto pela biotina e a cadeia lateral da Lys transporta o CO 2 da carboxi¬ 
biotinil-enzima para o sitio catalitico 2 na superficie da enzima, onde o CO 2 


e liberado e reage com o piruvato, formando oxaloacetato e regenerando o 
complexo biotinil-enzima. A funqao geral dos braqos flexiveis no transporte 
de intermediaries de reagao entre sitios ativos de enzimas esta descrita na 
Eigura 16-18, e os detalhes do mecanismo da reagao da piruvato-carboxilase 
estao mostrados na Eigura 16-17. Mecanismos semelhantes ocorrem em ou- 
tras reagoes de carboxilagao dependentes de biotina, como as catalisadas 
pela propionil-CoA-carboxilase (ver Eigura 17-12) e acetil-CoA-carboxilase 
(ver Eigura 21-1). 
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A equagao global para esse conjunto de reagoes de contor- 
no e a soma das Equagoes 14-4 ate 14-7: 

Piruvato + ATP + GTP + HCOg'-> 

PEP + ADP + GDP + Pi + CO 2 (14-8) 

AG'° = 0,9 kJ/mol 

Dois grupos fosfato de alta energia (um do ATP e um do 
GTP), cada um rendendo em torno de 50 kJ/mol em condi- 
goes celulares, devem ser gastos para fosforilar uma mole- 
cula de piruvato a PEP Ao contrario, quando PEP e conver- 
tido a piruvato durante a glicolise, apenas um ATP e gerado 
a partir de ADP Embora a variagao da energia livre padrao 
(AG'°) da via de duas etapas da conversao de piruvato em 
PEP seja de 0,9 kJ/mol, a variagao de energia livre real 
(AG), calculada a partir das medidas das concentragoes ce¬ 
lulares dos intermediarios, e altamente negativa (—25 kJ/ 
mol); isso e consequencia do consumo rapido de PEP em 
outras reagoes, de modo que sua concentragao permanece 
relativamente baixa. A reagao e assim efetivamente irrever- 
sivel na celula. 

Observe que o COg adicionado ao piruvato na etapa ca- 
talisada pela piruvato-carboxilase e a mesma molecula per- 
dida na reagao da PEP-carboxicinase (Figura 14-18b). Essa 
sequencia de carboxilagao-descarboxilagao representa uma 
forma de “ativagao” do piruvato, em que a descarboxilagao 
do oxaloacetato facilita a formagao de PEP No Capitulo 21 
sera visto como uma sequencia similar de carboxilagao-des¬ 
carboxilagao e usada para ativar acetil-CoA para a sintese 
de acidos graxos (ver Figura 21-1). 

Existe uma logica na rota dessas reagoes na mitocon- 
dria. A relagao [NADH]/[NAD^] no citosol e 8 X 10~^, cerca 
de 10^ vezes menor do que na mitocondria. Como o NADH 
citosolico e consumido na gliconeogenese (na conversao de 
1,3-bifosfoglicerato em gliceraldeido-3-fosfato; Figura 14- 
17), a biossintese de glicose nao pode ocorrer a menos que 
o NADH esteja disponivel. 0 transporte de malato da mito¬ 
condria ao citosol e a sua conversao a oxaloacetato transfe- 
re efetivamente equivalentes redutores para o citosol, onde 
eles sao escassos. Consequentemente, essa transformagao 
de piruvato em PEP proporciona um importante equilibrio 
entre NADH produzido e consumido no citosol durante a 
gliconeogenese. 

Um segundo contorno piruvato ^ PEP predomina 
quando o lactato e o precursor glicogenico (Figura 14- 
20 ). Essa via faz uso do lactato produzido pela glicolise nos 
eritrocitos ou no musculo em anaerobiose, por exemplo, 
sendo particularmente importante em vertebrados apos 
exercicio vigoroso (Quadro 14-2). A conversao de lactato 
em piruvato no citosol de hepatocitos gera NADH, e a ex- 
portagao de equivalentes redutores (como malato) da mi¬ 
tocondria e consequentemente desnecessaria. Depois que 
o piruvato produzido na reagao da lactato-desidrogenase 
e transportado para a mitocondria, ele e convertido a oxa¬ 
loacetato pela piruvato-carboxilase, como descrito antes. 
Esse oxaloacetato, no entanto, e convertido diretamente 
a PEP pela isoenzima mitocondrial da PEP-carboxicinase, 
e o PEP e transportado para fora da mitocondria para dar 
continuidade a via gliconeogenica. As isoenzimas mitocon- 
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FIGURA 14-20 Vias alternativas da transformagao do piruvato em 
fosfoenolpiruvato. A importancia relativa das duas vias depende da dis- 
ponibilidade de lactato ou piruvato e das necessidades citosolicas de NADH 
para gliconeogenese. A via a direita predomina quando o lactato e o precur¬ 
sor, ja que NADH citosolico e gerado na reagao da lactato-desidrogenase e 
nao pode ser transportado para fora da mitocondria (ver texto). A necessi- 
dade de ATP para a piruvato-carboxilase e GTP para PEP-carboxicinase (ver 
Figura 14-17) esta omitida para simplificagao. 


driais e citosolicas da PEP-carboxicinase sao codificadas 
por genes separados nos cromossomos nucleares, propor- 
cionando outro exemplo de duas enzimas distintas catali- 
sando a mesma reagao, mas em localizagoes celulares ou 
com papeis metabolicos diferentes (lembre-se das isoenzi¬ 
mas da hexocinase). 

A conversao de frutose-1,6-bifostato a frutose-6-fosfato 
e 0 segundo contorno 

A segunda reagao glicolitica que nao pode participar da gli¬ 
coneogenese e a fosforilagao da frutose-6-fosfato pela PFK- 
1 (Tabela 14-2, etapa 0). Como essa reagao e altamente 
exergonica e por isso irreversivel em celulas intactas, a 
geragao de frutose-6-fosfato a partir de frutose-l,6-bifosfa- 
to (Figura 14-17) e catalisada por uma enzima diferente, 
dependente de Mg^^, a frutose-1,6-bifosfatase (FBPa- 
se-1), que promove a hidrolise essencialmente irreversivel 
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do fostato em C-1 (ndo a transferencia do gmpo fosforil 
para o ADP): 

Frutose-l, 6 -bifosfato + H 2 O-> Frutose- 6 -fosfato + 

AG'°= -16,3kJ/mol 

A FBPase-1 e assim chamada para distingui-la de outra en- 
zima similar (FBPase-2) com fungao de regulagao, discuti- 
da no Capitulo 15. 

A conversao de glicose-6-fosfato em glicose e 0 terceiro 
contorno 

0 terceiro contorno e a reagao final da gliconeogenese, a 
desfosforilagao da glicose- 6 -fosfato para formar glicose (Fi- 
gura 14-17). 0 inverse da reagao da hexocinase (p. 548) 
exigiria a transferencia de um grupo fosforil da glicose- 6 - 
-fosfato para ADP, formando ATP, reagao energeticamente 
desfavoravel (Tabela 14-2, etapa O). A reagao catalisada 
pela glicose-6-fosfatase nao requer a sintese de ATP, sen- 
do a hidrolise simples de uma ligagao ester fosfato: 

Glicose- 6 -fosfato + HgO-> glicose + P^ 

AG'°= -13,8kJ/mol 

Essa enzima ativada por Mg^^ e encontrada no lumen do 
reticule endoplasmatico de hepatocitos, de celulas renais 
e das celulas epiteliais do intestine delgado (ver Figura 
15-30), mas nao e encontrada em outros tecidos, que sao, 
portanto, incapazes de fornecer glicose para o sangue. Se 
outros tecidos tivessem a glicose- 6 -fosfatase, essa atividade 
enzimatica hidrolisaria a glicose- 6 -fosfato necessaria para a 
glicolise nesses tecidos. A glicose produzida pela gliconeo¬ 
genese no figado, nos rins on ingerida na dieta e entregue 
a esses outros tecidos, inclusive o cerebro e os musculos, 
pela corrente sanguinea. 


A gliconeogenese e energeticamente dispendiosa, 
mas essencial 

A soma das reagoes biossinteticas que levam de piruvato 
ate glicose livre no sangue (Tabela 14-3) e 

2 Piruvato + 4ATP + 2NADH + 2H^ + 4 H 2 O-> 

glicose + 4ADP + 2GDP + + 2NAD^ (14-9) 

Para cada molecula de glicose formada a partir do piruvato, 
seis grupos fosfato de alta energia sao consumidos, quatro 
na forma de ATP e dois na forma de GTP Alem disso, duas 
moleculas de NADH sao necessarias para a redugao de duas 
moleculas de 1,3-bifosfoglicerato. Evidentemente, a Equa- 
gao 14-9 nao e simplesmente o inverso da equagao para a 
conversao de glicose em piruvato pela glicolise, que exigiria 
apenas duas moleculas de ATP: 

Glicose + 2 ADP + 2P. + NADH-> 

2 piruvato + 2ATP + 2NADH + 2H^ 2 H 2 O 

A sintese de glicose a partir de piruvato e um processo 
relativamente dispendioso. A maior parte desse alto custo 
energetico e necessaria para assegurar a irreversibilidade 
da gliconeogenese. Em condigoes intracelulares, a varia- 
gao de energia livre padrao da glicolise e pelo menos —63 
kJ/mol. Nas mesmas condigoes o AG global da gliconeo¬ 
genese e —16 kJ/mol. Logo, tanto a glicolise como a glico¬ 
neogenese sao processos essencialmente irreversiveis nas 
celulas. Uma segunda vantagem em investir energia para 
converter piruvato em glicose e que se o piruvato fosse 
excretado, seu consideravel potencial para formagao de 
ATP pela completa oxidagao aerobia seria perdido (mais 
de 10 ATP sao formados por piruvato, como sera visto no 
Capitulo 16). 


TABELA 14-3 


Reaves sequenciais na gliconeogenese a partir do piruvato 


Oxaloacetato + GTP fosfoenolpiruvato + CO 2 + GDP 
Fosfoenolpiruvato + H 2 O 2-fosfoglicerato 

2- Fosfoglicerato 3-fosfoglicerato 

3- Fosfoglicerato + ATP^^^ 1,3-bifosfoglicerato + ADP 

1,3-Bifosfoglicerato + NADH + ^ gliceraldeido-3-fosfato + NAD^ + P^ 

Gliceraldeido-3-fosfato di-hidroxiacetona-fosfato 

Gliceraldeido-3-fosfato + di-hidroxiacetona-fosfato frutose-l, 6 -bifosfato 

Frutose-l, 6 -bifosfato-> frutose- 6 -fosfato + F- 

Frutose- 6 -fosfato glicose- 6 -fosfato 
Glicose- 6 -fosfato + H 2 O-> glicose + F- 

Soma: 2 Piruvato + 4ATP + 2GTP + 2NADH + 2H^ + 4 H 2 O-> glicose + 4ADP + 2GDP + 6 Pi + 2NAD^ 


X2 

X2 

X2 

X2 

X2 

X2 


Nota: As reagoes de contorno estao em vermelho; todas as outras reagoes sao etapas reversiveis da glicolise. Os numeros a direita indicam que a reagao e para ser 
contada duas vezes, ja que dois precursores de tres carbonos sao necessarios para fazer uma molecula de glicose. As reagoes necessarias para substituir o NADH 
citosolico consumido na reagao da gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (a conversao de lactato a piruvato no citosol on o transporte de equivalentes redutores da 
mitocbndria para o citosol na forma de malato) nao estao consideradas neste resumo. As equagoes bioqmmicas nao estao necessariamente equilibradas para H e carga 
eletrica (p. 517). 
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Os intermediarios do cicio do acido ci'trico e alguns 
aminoacidos sao glicogenicos 

A via biossintetica para a formagao de glicose descrita an- 
teriormente permite a sintese liquida de glicose nao ape- 
nas a partir de piruvato, mas tambem dos intermediarios 
do cicio do acido citrico com quatro, cinco e seis carbonos 
(Capitulo 16). Citrato, isocitrato, a-cetoglutarato, succinil- 
-CoA, succinato, fumarato e malato - todos sao intermedia¬ 
rios do cicio do acido citrico que podem sofrer oxidagao a 
oxaloacetato (ver Figura 16-7). Alguns on todos os atomos 
de carbono da maior parte dos aminoacidos derivados das 
proteinas sao basicamente catabolizados a piruvato on em 
intermediarios do cicio do acido citrico. Tais aminoacidos 
podem, portanto, ser convertidos a glicose e sao chamados 
de glicogenicos (Tabela 14-4). A alanina e a glutamina, 
as principais moleculas que transportam grupos amino de 
tecidos extra-hepaticos ate o figado (ver Figura 18-9), sao 
aminoacidos glicogenicos particularmente importantes em 
mamiferos. Apos a retirada de sens grupos amino da mito- 
condria dos hepatocitos, os esqueletos de carbono rema- 
nescentes (piruvato e a-cetoglutarato, respectivamente) 
sao prontamente canalizados para a gliconeogenese. 

Os mamiferos nao podem converter acidos graxos 
em glicose 

Nos mamiferos nao ocorre a conversao liquida de acidos 
graxos em glicose. Como sera visto no Capitulo 17, o ca- 
tabolismo da maior parte dos acidos graxos gera apenas 
acetil-CoA. Os mamiferos nao podem usar a acetil-CoA 
como um precursor de glicose, ja que a reagao da piruva- 
to-desidrogenase e irreversivel e as celulas nao possuem 
outra via para converter acetil-CoA em piruvato. Os ve- 
getais, as leveduras e muitas bacterias possuem uma via 
(o cicio do glioxilato; ver Figura 16-22) para converter 
acetil-CoA em oxaloacetato, portanto esses organismos 


[ TABELA 14-4 

Aminokidos glicogenicos, agrupados conforme 


0 local deentrada 


Piruvato 


Succinil-CoA 

Alanina 


Isoleucina* 

Cisteina 


Metionina 

Glicina 


Treonina 

Serina 


Valina 

Treonina 

Triptofano* 


Fumarato 

Fenilalanina* 

a-Cetoglutarato 

Tirosina* 

Arginina 

Glutamato 

Glutamina 

Histidina 

Prolina 


Oxaloacetato 

Asparagina 

Aspartato 


Nota: Todos esses aminoacidos sao precursores da glicose sanguinea on do gli- 
cogenio hepatico, ja que eles podem ser convertidos a piruvato ou intermediarios 
do cicio do acido citrico. Dos 20 aminoacidos comuns, apenas a leucina e a lisina 
sao incapazes de fornecer carbonos para a sintese liquida de glicose. 

*Esses aminoacidos tambem sao cetogenicos (ver Figura 18-15). 


podem utilizar acidos graxos como materia-prima para a 
gliconeogenese. Isso e importante durante a germinagao 
das sementes; por exemplo, antes de o desenvoMmento 
das folhas e a fotossmtese fornecerem energia e carboi- 
dratos, as plantulas contam com os estoques de oleo das 
sementes para a produgao de energia e para a biossmtese 
da parede celular. 

Apesar de os mamiferos nao converterem acidos graxos 
em carboidrato, eles podem usar a pequena quantidade de 
glicerol produzido na quebra das gorduras (triacilglice- 
rois) para a gliconeogenese. A fosforilagao do glicerol pela 
glicerol-cinase, seguida pela oxidagao do carbono central, 
gera di-hidroxiacetona-fosfato, intermediario da gliconeo¬ 
genese no figado. 

Como sera visto no Capitulo 21, o glicerol-fosfato e um 
intermediario essencial na sintese de triacilglicerois nos 
adipocitos, mas essas celulas carecem da glicerol-cinase 
e, portanto, nao podem simplesmente fosforilar o glicerol. 
Em vez disso, os adipocitos realizam uma versao truncada 
da gliconeogenese, conhecida como gliceroneogenese: 
a conversao de piruvato em di-hidroxiacetona-fosfato pe- 
las reagoes iniciais da gliconeogenese, seguida pela redu- 
gao da di-hidroxiacetona-fosfato em glicerol-fosfato (ver 
Figura 21-21). 

A glicolise e a gliconeogenese sao mutuamente reguladas 

Se a glicolise (a conversao de glicose em piruvato) e a gli¬ 
coneogenese (a conversao de piruvato em glicose) ocorres- 
sem simultaneamente em altas taxas, o resultado seria o 
consume de ATP e a produgao de calor. Por exemplo, PFK- 
1 e FBPase-1 catalisam reagoes opostas: 

ATP + frutose-6-fosfato-> 

PFK-l 

ADP + frutose-l,6-bifosfato 
Frutose-l,6-bifosfato + HoO-> 

FBPase-l 

frutose-6-fosfato + P^ 

A soma dessas duas reagoes e 

ATP + H 2 O-> ADP + Pi + calor 

Essas duas reagoes enzimaticas, e varias outras nas duas 
vias, sao reguladas alostericamente e por modificagoes co- 
valentes (fosforilagao). No Capitulo 15 serao vistos os me- 
canismos desta regulagao em detalhe. Por ora, basta dizer 
que as vias sao reguladas de forma que, quando o fluxo de 
glicose por meio da glicolise aumenta, o fluxo de piruvato 
em diregao a glicose diminui, e vice-versa. 

RESUM014.4 Gliconeogenese 

► A gliconeogenese e um processo ubiquo e de multiplas 
etapas em que a glicose e produzida a partir de lacta- 
to, piruvato ou oxaloacetato, ou qualquer composto 
(incluindo os intermediarios do cicio do acido citrico) 
que possa ser convertido a um desses intermediarios. 
Sete etapas da gliconeogenese sao catalisadas pelas 
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mesmas enzimas usadas na glicolise; essas sao as rea- 
goes reversiveis. 

► Tres etapas irreversiveis na glicolise sao contornadas 
por reagoes catalisadas pelas enzimas gliconeogenicas: 
(1) a conversao de pimvato em PEP via oxaloacetato, 
catalisada pela pimvato-carboxilase e pela PEP-carbo- 
xicinase; (2) a desfosforilagao da fmtose-l,6-bifosfato 
pela FBPase-1; e (3) a desfosforilagao da glicose-6-fos- 
fato pela glicose-6-fosfatase. 

► A formagao de uma molecula de glicose a partir de piru- 
vato requer 4 ATP, 2 GTP e 2NADH, o que e dispendioso. 

► Em mamiferos, a gliconeogenese no figado, nos rins e 
no intestino delgado gera glicose para uso pelo cerebro, 
musculos e eritrocitos. 

► A pimvato-carboxilase e estimulada por acetil-CoA, au- 
mentando a taxa da gliconeogenese quando as celulas 
dispoem do fornecimento adequado de outros substra¬ 
tes (acidos graxos) para a produgao de energia. 

► Os animais nao consegnem converter acetil-CoA, deri- 
vado dos acidos graxos, em glicose; vegetais e micror- 
ganismos, sim. 

► A glicolise e a gliconeogenese sao mutuamente regula- 
das para prevenir o gasto operacional com as duas vias 
ao mesmo tempo. 


14.5 Oxida^o da glicose pela via das 
pentoses-fosfato 

1 Na maioria dos tecidos animais, o principal destine ca- 
^ ^ J tabolico da glicose-6-fosfato e a degradagao glicolitica 
ate pimvato, cuja maior parte e entao oxidada pelo ciclo do 
acido citrico, levando enfim a formagao de ATP No entanto, 
a glicose-6-fosfato tern outros destines catabolicos, que le- 
vam a produtos especializados, necessaries para a celula. 
De grande importancia em alguns tecidos e a oxidagao da 
glicose-6-fosfato ate pentoses-fosfato pela via das pento¬ 
ses-fosfato (tambem chamada de via do fosfogliconato 
on via da hexose-monofosfato; Figura 14-21). Nessa 
via de oxidagao, NADP"^ e o aceptor de eletrons, gerando 
NADPH. As celulas que se dividem rapidamente, como 
aquelas da medula ossea, da pele e da mucosa intestinal, 
assim como aquelas de tumores, utilizam a pentose ribo- 
se-5-fosfato para fazer RNA, DNA e coenzimas como ATP, 
NADH, FADHg e coenzima A. 

Em outros tecidos, o produto essencial da via das 
pentoses-fosfato nao e pentose, mas o deader de eletrons 
NADPH, necessario para as redugoes biossinteticas on para 
contrapor os efeitos deleterios dos radicals de oxigenio. Os 
tecidos em que ocorre a sintese de grande quantidade de 
acidos graxos (figado, tecido adipose, glandulas mamarias 
durante a lactagao) on a sintese muito ativa de colesterol 
e hormonios esteroides (figado, glandulas suprarrenais 
e gonadas) utilizam o NADPH produzido por essa via. Os 
eritrocitos e as celulas da cornea e do cristalino estao di- 
retamente expostos ao oxigenio e, por isso, aos efeitos da- 
nosos dos radicals livres gerados pelo oxigenio. Por manter 


Ease Ease 

nao oxidativa oxidativa 



NADPH 


^-^2GSH 
Y Glutationa- 
A -redutase 

GSSG 


Acidos graxos, 
esterois, etc. 


Y Biossmtese 
A redutora 




Precursores 


FIGURA 14-21 Esquema geral da via das pentoses-fosfato. 0 NADH 
formado na fase oxidativa e utilizado para produzir glutationa, GSSG (ver 
Quadro 14-4) e dar suporte para a biossintese redutora. 0 outro produto da 
fase oxidativa e a ribose-5-fosfato, que serve como precursor para nucleoti- 
deos, coenzimas e acidos nucleicos. Em celulas que nao estao utilizando a 
ribose-5-fosfato para a biossintese, a fase nao oxidativa regenera seis mo- 
leculas da pentose em cinco moleculas da hexose glicose-6-fosfato, permi- 
tindo a produgao continua de NADPH e convertendo glicose-6-fosfato (em 
seis ciclos) a CO 2 . 


um ambiente redutor (uma relagao alta de NADPH para 
NADP"^ assim como da forma reduzida para a forma oxidada 
da glutationa), essas celulas podem impedir on recuperar 
o dano oxidativo de proteinas, lipideos e outras moleculas 
sensiveis. Nos eritrocitos, o NADPH produzido pela via das 
pentoses-fosfato e tao importante em impedir o dano oxida¬ 
tivo que um defeito genetico na glicose-6-fosfato-desidro- 
genase, a primeira enzima da via, pode causar, levando a 
serias consequencias medicas (Quadro 14-4). ■ 

A fase oxidativa produz pentoses-fosfato e NADPH 

A primeira reagao da via das pentoses-fosfato (Figura 14- 
22) e a oxidagao da glicose-6-fosfato pela glicose-6-fos- 
fato-desidrogenase (G6PD) para formar 6-fosfoglicona- 
-6-lactona, um ester intramolecular. NADP^ e o aceptor 
de eletrons, e o eqnilibrio global esta muito deslocado no 
sentido da formagao de NADPH. A lactona e hidrolisada ao 
acido livre 6-fosfogliconato por uma lactonase especifica, 
que sofre oxidagao e descarboxilagao pela 6-fosfoglicona- 
to-desidrogenase para formar a cetopentose ribulose-5- 
-fosfato; a reagao gera uma segunda molecula de NADPH. 
(Essa ribulose-5-fosfato e importante na regulagao da glico¬ 
lise e da gliconeogenese, como sera visto no Capitulo 15.) 
A fosfopentose-isomerase converte a ribulose-5-fosfato 
ao sen isomero aldose, ribose-5-fosfato. Em alguns tecidos. 
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MEDICINA 


Por que Pitagoras nao comia falafel: deficiencia da glicose-6-fosfato-desidrogenase 


0 feijao-fava, ingrediente do falafel, tern sido uma im- 
portante fonte de alimento no Mediterraneo e no Orien- 
te Medio desde a Antiguidade. 0 filosofo e matematico 
grego Pitagoras proibia sens seguidores de alimentar-se 
de fava, talvez porque ela deixasse muitas pessoas doen- 
tes com uma condigao chamada de favismo, que pode ser 
fatal. No favismo, os eritrocitos comegam a sofrer lise 24 
a 48 boras apos a ingestao dos feijoes, liberando hemo- 
globina livre no sangue, podendo resultar em ictericia e 
algumas vezes em falencia renal. Sintomas similares po- 
dem ocorrer com a ingestao do farmaco contra a malaria, 
primaquina, ou antibioticos de sulfa, ou apos a exposigao 
a certos herbicidas. Esses sintomas tern uma base ge- 
netica: a deficiencia de glicose-6-fosfato-desidrogenase 
(G6PD), que afeta em torno de 400 milhoes de pessoas 
em todo o mundo. A maioria dos individuos deficientes 
em G6PD e assintomatica. Apenas a combinagao da de¬ 
ficiencia de G6PD e certos fatores ambientais produz as 
manifestagoes clinicas. 

A glicose-6-fosfato-desidrogenase catalisa a primei- 
ra etapa da via das pentoses-fosfato (ver Figura 14-22), 
que produz NADPH. Esse agente redutor, essencial em 
muitas vias biossinteticas, tambem protege as celulas 
do dano oxidativo causado pelo peroxido de hidrogenio 
(HgOg) e pelos radicais livres superoxido, agentes oxi- 
dantes altamente reativos gerados como subprodutos 
metabolicos e pela agao de farmacos como a primaquina 
e produtos naturais como a divicina - o ingrediente toxi- 
co do feijao-fava. Durante a destoxificagao normal, HgOg 
e convertido a H 2 O pela glutationa reduzida sob a agao 
da glutationa-peroxidase, e a glutationa oxidada e con- 
vertida de volta a forma reduzida por glutationa-redutase 
e NADPH (Figura Q-1). 0 H 2 O 2 tambem e degradado a 
H 2 O e O 2 pela catalase, que tambem requer NADPH. Em 
individuos deficientes em G6PD, a produgao de NADPH 
esta diminuida e a destoxificagao do H 2 O 2 esta inibida. Os 
danos celulares resultantes sao peroxidagao de lipideos 
levando a degradagao das membranas dos eritrocitos e 
oxidagao de proteinas e do DNA. 

A distribuigao geografica da deficiencia de G6PD e 
instrutiva. Frequencias tao altas quanto 25% ocorrem 
na Africa tropical, em partes do Oriente Medio e sul da 
Asia, areas onde a malaria e mais prevalente. Alem de 
tais observagoes epidemiologicas, estudos mostram que 
o crescimento do parasita causador da malaria, Plasmo¬ 
dium falciparum, e inibido em eritrocitos deficientes 
em G6PD. 0 parasita e muito sensivel ao dano oxidativo 


e morre por um nivel de estresse oxidativo toleravel ao 
hospedeiro humano deficiente em G6PD. Ja que a van- 
tagem da resistencia a malaria equilibra a desvantagem 
da baixa resistencia ao dano oxidativo, a selegao natural 
mantem o genotipo deficiente em G6PD em populagoes 
humanas onde a malaria e prevalente. Apenas em con- 
digoes insuportaveis de estresse oxidativo, causado por 
farmacos, herbicidas ou divicina, a deficiencia de G6PD 
causa problemas medicos graves. 

Supoe-se que um farmaco antimalaria, como a prima¬ 
quina, atue causando estresse oxidativo ao parasita. E 
ironico que os farmacos contra a malaria possam causar 
doengas em humanos pelo mesmo mecanismo bioquimi- 
co que leva a resistencia a malaria. A divicina tambem 
age como farmaco antimalaria, e a ingestao de feijao-fava 
pode proteger contra a malaria. Recusando-se a comer 
falafel, muitos pitagoricos com atividade normal da G6PD 
talvez, inconscientemente, tenham aumentado o risco de 
contrair malaria. 


Respiragao mitocondrial, 
radia^ao ionizante, 
sulfa (medicamentos), 



-desidrogenase (G6PD) 


FIGURA Q-1 Papel do NADPH e da glutationa na protegao das celulas con¬ 
tra derivados de oxigenio altamente reativos. A glutationa reduzida (GSH) 
protege a celula por destruir 0 peroxido de hidrogenio e os radicais livres 
hidroxil. A regeneragao de GSH a partir de sua forma oxidada (GSSG) requer 
a produgao de NADPH na reagao da glicose-6-fosfato-desidrogenase. 


a via das pentoses-fosfato termina nesse ponto, e a equagao 0 resultado liquido e a produgao de NADPH, agente 

global e redutor para as reagoes biossinteticas, e ribose-5-fosfato, 

nr , oxTAT^T^+ , TT V prccursor para a smtcsc dc nucleotidcos. 

Glicose-6-fosfato + 2NADP + H 2 O-> 

ribose-5-fosfato + CO 2 + 2NADPH + 2H^ 
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FIGURA 14-22 Reaves oxidativas da via das pentoses-fosfato. Os 

produtos finals sao ribose-5-fosfato, CO 2 e NADPH. 


A fase nao oxidativa recida as pentoses-fosfato a 
glicose-6-fosfato 

Em tecidos que requerem principalmente NADPH, as 
pentoses-fosfato produzidas na fase oxidativa da via sao 
recicladas em glicose-6-fosfato. Nessa fase nao oxidativa, 
a ribulose-5-fosfato e primeiro epimerizada a xilulose-5- 
-fosfato: 
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A seguir, em uma serie de rearranjos dos esqueletos 
de carbono (Figura 14-23), seis moleculas de agucar-fos- 
fato de cinco atomos de carbono sao convertidas a cinco 
moleculas de agucar-fosfato com seis atomos de carbono, 
completando o ciclo e permitindo a oxidagao contmua de 
glicose-6-fosfato com a produgao de NADPH, A reciclagem 
contmua leva finalmente a conversao de glicose-6-fosfato 
a seis COg. Duas enzimas exclusivas da via das pentoses- 
-fosfato agem nessas interconversoes de agucares: a trans- 
cetolase e a transaldolase. A transcetolase catalisa a 
transferencia de um fragmento de dois carbonos de uma 
cetose doadora a uma aldose aceptora (Figura 14-24a). 
Em sua primeira aparigao na via das pentoses-fosfato, a 
transcetolase transfere C-1 e C-2 da xilulose-5-fosfato 
para a ribose-5-fosfato, formando o produto de sete carbo¬ 
nos sedoeptulose-7-fosfato (Figura 14-24b). 0 fragmento 
de tres carbonos remanescente da xilulose e o gliceralde- 
ido-3-fosfato. 

Em seguida, a transaldolase catalisa uma reagao se- 
melhante a reagao da aldolase na glicolise: um fragmento 
de tres carbonos e removido da sedoeptulose-7-fosfato 
e condensado com o gliceraldeido-3-fosfato, formando 
frutose-6-fosfato e a tetrose eritrose-4-fosfato (Figura 
14-25) Neste ponto, a transcetolase age novamente, for¬ 
mando frutose-6-fosfato e gliceraldeido-3-fosfato a partir 
de eritrose-4-fosfato e xilulose-5-fosfato (Figura 14-26). 
Duas moleculas de gliceraldeido-3-fosfato formadas por 
duas repetigoes dessas reagoes podem ser convertidas 
a uma molecula de frutose-l,6-bifosfato como na glico- 
neogenese (Figura 14-17), e finalmente a FBPase-1 e a 
fosfo-hexose-isomerase convertem frutose-l,6-bifosfato a 
glicose-6-fosfato. No total, seis pentoses-fosfato sao con¬ 
vertidas a cinco hexoses-fosfato (Figura 14-23b) - agora o 
ciclo esta completo! 

A transcetolase requer o cofator tiamina-pirofosfato 
(TPP), que estabiliza um carbanion de dois carbonos nes¬ 
sa reagao (Figura 14-27a), da mesma forma que o faz 
na reagao da piruvato-descarboxilase (Figura 14-15). A 
transaldolase usa a cadeia lateral de uma Lys para formar 
a base de Schiff com o grupo carbonil de seu substrate, 
a cetose, dessa forma estabilizando o carbanion (Figura 
14-27b) que e central para o mecanismo da reagao. 
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FIGURA14-23 Rea^des nao oxidativas da via das pentoses-fosfato. (a) Essas reagoes convertem pentoses-fosfato a hexoses-fosfato, permitindo a 
continuapao das reapoes de oxidapao (ver Figura 14-22). A transcetolase e a transaldolase sao especificas dessa via; as outras enzimas tambem participam 
das vias glicolitica e gliconeogenica. (b) Diagrama esquematico mostrando a via a partir de seis pentoses (6C) a cinco hexoses (5C). Note que isto envolve 
dois grupos de interconversoes mostrados em (a).Todas as reapoes mostradas aqui sao reversiveis; setas unidirecionais sao usadas apenas para deixar claro o 
sentido das reapoes durante a oxidapao continua da glicose-6-fosfato. Nas reapoes independentes de luz da fotossintese, o sentido dessas reapoes e invertido 
(ver Figura 20-10). 
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FIGURA 14-24 A primeira rea^ao catalisada pela transcetolase. (a) A reapao geral catalisada pela transcetolase e a transferencia de urn grupo de dois 
carbonos, transportado temporariamente pelaTPP ligada a enzima, de uma cetose doadora para uma aldose aceptora. (b) Conversao de duas pentoses- 
-fosfato em uma triose-fosfato e urn apucar-fosfato de sete carbonos, sedoeptulose-7-fosfato. 
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FIGURA14-25 A rea^ao catalisada pela transaldolase. 
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FIGURA 14-26 A segunda rea^ao catalisada pela transcetolase. 
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FIGURA 14-27 Intermediarios carbanions estabilizados por intera- 
0es covalentes com a transcetolase e a transaldolase, (a) 0 anel da 
TPP estabiliza o carbanion no grupo hidroxietil transportado pela transceto¬ 
lase; ver Figura 14-15 para a quimica da agao daTPP (b) Na reagao da transal¬ 
dolase, a base de Schiff protonada formada entre o grupo 6r-amino da cadeia 
lateral de uma Lys e o substrate estabiliza o carbanion C-3 formado apos a 
clivagem aldolica. 


0 processo descrito na Figura 14-22 e conhecido como 
a via oxidativa das pentoses-fosfato. A primeira e a 
terceira etapa sao oxidagoes com grandes variagoes ne- 
gativas de energia livre padrao e sao essencialmente irre- 
versiveis na celula. As reagoes da parte nao oxidativa da 
via das pentoses-fosfato (Figura 14-23) sao prontamente 
reversiveis e assim tambem proporcionam uma maneira de 
converter hexoses-fosfato a pentoses-fosfato. Como sera 
visto no Capitulo 20, o processo que converte hexoses- 
-fosfato a pentoses-fosfato e crucial para a fixagao fotos- 
sintetica de COg pelas plantas. Essa via, a via redutora 
das pentoses-fosfato, e essencialmente o inverse das 
reagoes mostradas na Figura 14-23 e utiliza muitas das 
mesmas enzimas. 

Todas as enzimas da via das pentoses-fosfato estao lo- 
calizadas no citosol, como aquelas da glicolise e a maioria 
das enzimas da gliconeogenese. De fato, essas tres vias 
estao conectadas por meio de varies intermediarios e en¬ 
zimas compartilhados. 0 gliceraldeido-3-fosfato formado 
pela agao da transcetolase e prontamente convertido a di- 
-hidroxiacetona-fosfato pela enzima glicolitica triose-fosfa- 
to-isomerase, e essas duas trioses podem ser unidas pela 
aldolase como na gliconeogenese, formando frutose-l,6-bi- 
fosfato. Alternativamente, a triose-fosfato pode ser oxidada 
a piruvato pelas reagoes glicoliticas. 0 destine das trioses 
e determinado pelas necessidades relativas das celulas por 
pentoses-fosfato, NADPH e ATP. 
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A smdrome de Wernicke-Korsakoff e exacerbada por urn 
defeito na transcetolase 


T 


A smdrome de Wernicke-Korsakoff e um disturbio cau- 
sado por uma deficiencia grave de tiamina, componen- 
te da TPR A smdrome e mais comum entre pessoas alcoola- 
tras do que na populagao em geral porque o consumo cronico 
e intenso de alcool interfere com a absorgao intestinal de 
tiamina. A smdrome pode ser exacerbada por uma mutagao 
no gene da transcetolase que resulta em uma enzima com 
baixa afinidade por TPP - uma afinidade dez vezes menor 
que a normal. Esse defeito torna os individuos muito mais 
sensiveis a deficiencia de tiamina: mesmo uma deficiencia 
moderada de tiamina (toleravel por individuos com transce¬ 
tolase nao mutada) faz o nivel de TPP cair abaixo daquele 
necessario para saturar a enzima. 0 resultado e uma redugao 
da velocidade de toda via das pentoses-fosfato. Em pessoas 
com a smdrome de Wernicke-Korsakoff isso resulta no agra- 
vamento dos sintomas, que podem incluir perda severa da 
memoria, confusao mental e paralisia parcial. ■ 

A glicose-6-fosfato e repartida entre a glicolise e a via 
das pentoses-fosfato 



ATP 


FIGURA 14-28 Papel do NADPH na regula^ao da partilha da glico- 
se-6-fosfato entre a glicolise e a via das pentoses-fosfato. Quando 
NADPH e formado mais rapido do que esta sendo consumido para biossin- 
tese e reduqao da glutationa (ver Figura 14-21), a [NADPH] aumenta e inibe a 
primeira enzima da via das pentoses-fosfato. Como resultado, mais glicose-6- 
-fosfato esta disponivel para glicolise. 


A entrada da glicose-6-fosfato na glicolise on na via das 
pentoses-fosfato depende das necessidades momentane- 
as da celula e da concentragao de NADP^ no citosol. Na 
ausencia deste aceptor de eletrons, a primeira reagao da 
via das pentoses-fosfato (catalisada por G6PD) nao pode 
prosseguir. Quando a celula esta convertendo rapidamente 
NADPH em NADP^ em redugoes biossinteticas, o nivel de 
NADP^ eleva-se, estimulando alostericamente G6PD e des- 
sa forma aumentando o fluxo de glicose-6-fosfato pela via 
das pentoses-fosfato (Figura 14-28). Quando a demanda 
por NADPH e menor, o nivel de NADP^ diminui, a via das 
pentoses-fosfato tambem diminui, e a glicose-6-fosfato e 
usada para alimentar a glicolise. 


pentoses-fosfato a glicose-6-fosfato, que inicia o ciclo 
novamente. 

► Na segunda fase, a transcetolase (com TPP como co- 
fator) e a transaldolase catalisam a interconversao de 
agucares de tres, quatro, cinco, seis e sete atomos de 
carbono, com a conversao reversivel de seis pentoses- 
-fosfato a cinco hexoses-fosfato. Nas reagoes de fixagao 
de carbono da fotossmtese, as mesmas enzimas catali¬ 
sam o processo inverse, a via redutora das pentoses- 
-fosfato: a conversao de cinco hexoses-fosfato a seis 
pentoses-fosfato. 

► Um defeito genetico da transcetolase provoca a diminui- 
gao da sua afinidade por TPP e agrava a smdrome de 
Wernicke-Korsakoff. 


RESUM014.5 Oxida^ao da glicose pela via das 
pentoses-fosfato 

► A via oxidativa das pentoses-fosfato (via do fosfoglico- 
nato ou via da hexose-monofosfato) realiza a oxidagao 
e a descarboxilagao da glicose-6-fosfato em C-1, redu- 
zindo NADP^ em NADPH e produzindo as pentoses- 
-fosfato. 


► A entrada de glicose-6-fosfato na via glicolitica ou na via 
das pentoses-fosfato e basicamente determinada pelas 
concentragoes relativas de NADP^ e NADPH. 


Termos-chave 

Os termos em negrito estdo definidos no glossdrio. 


► 0 NADPH fornece a forga redutora para as reagoes bios¬ 
sinteticas, e a ribose-5-fosfato e um precursor para a 
sintese de nucleotideos e acidos nucleicos. Tecidos em 
crescimento rapido e tecidos realizando biossintese ati- 
va de acidos graxos, colesterol ou hormonios esteroides 
enviam mais glicose-6-fosfato para a via das pentoses- 
-fosfato do que os tecidos com menor demanda por pen¬ 
toses-fosfato e poder redutor. 

► A primeira fase da via das pentoses-fosfato consiste em 
duas oxidagoes, que convertem glicose-6-fosfato a ribu- 
lose-5-fosfato e reduzem NADP^ a NADPH. A segunda 
fase compreende etapas nao oxidativas que convertem 
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Problemas 

1. Equa^ao para a fase preparatoria da glicolise. Es- 

creva equagoes bioqmmicas equilibradas para todas as reagoes 
do catabolismo da glicose em duas moleculas de gliceraldei- 
do-3-fosfato (a fase preparatoria da glicolise), incluindo a va- 
riagao de energia livre padrao para cada reagao. Depois es- 
creva a equagao global ou liquida para a fase preparatoria da 
glicolise, com a variagao de energia livre padrao liquida. 


2. Fase de pagamento da glicolise em musculo esque- 
letico. No musculo esqueletico em atividade, sob condigoes 
anaerobias, o gliceraldeido-3-fosfato e convertido a piruvato (a 
fase de pagamento da glicolise), e o piruvato e reduzido a lac- 
tato. Escreva as equagoes equilibradas para todas as reagoes 
desse processo, com a variagao de energia livre padrao para 
cada reagao. Depois escreva a equagao global ou liquida para 
a fase de pagamento da glicolise (com o lactato como produto 
final), incluindo a variagao de energia livre padrao liquida. 

3. Os transportadores GLUT. Compare a localizagao de 
GLUT4 com a de GLUT2 e GLUT3, e explique por que essas 
localizagoes sao importantes na resposta do musculo, do tecido 
adiposo, do cerebro e do figado a insulina. 

4. Produ^ao de etanol em leveduras. As leveduras (S. 
cerevisiae), quando crescem anaerobiamente em meio com 
glicose, convertem piruvato em acetaldeido, e entao reduzem 
o acetaldeido em etanol usando eletrons do NADH. Escreva 
a equagao para a segunda reagao, e calcule sua constante de 
equilibrio a 25°C, utilizando os potenciais de redugao padrao 
que estao na Tabela 13-7. 

5. Varia^oes energeticas da reagao da aldolase. A aldo¬ 
lase catalisa a reagao glicolitica 

Frutose-l,6-bifosfato-> 

gliceraldeido-3-fosfato + di-hidroxiacetona-fosfato 

A variagao de energia livre padrao para esta reagao no sentido 
descrito e +23,8 kJ/mol. As concentragoes dos tres interme- 
diarios no hepatocito de um mamifero sao frutose-l,6-bifosfa- 
to, 1,4 X 10~^ M; gliceraldeido-3-fosfato, 3 X 10~® M; di-hidro- 
xiacetona-fosfato, 1,6 X 10~^ m. Qual e a variagao de energia 
livre para essa reagao na temperatura corporal (37°C)? 

6. O caminho dos atomos na fermenta^ao. Um experi- 
mento de “pulso e caga” usando fontes de carbono marcadas 
com ^^C e realizado em extrato de levedura mantida em condi¬ 
goes rigorosas de anaerobiose para produzir etanol. 0 experi- 
mento consiste na incubagao de pequena quantidade do subs- 
trato marcado com ^^C (o pulso) com o extrato de levedura, 
apenas o tempo necessario para cada intermediario da via de 
fermentagao tornar-se marcado. A marcagao e entao “cagada” 
ao longo da via pela adigao de excesso de glicose nao marcada. 
A caga Impede efetivamente qualquer entrada adicional de gli¬ 
cose marcada na via. 

(a) Se [l-^^C]glicose (glicose marcada em C-1 com ^^C) e 
utilizada como substrato, qual e a localizagao do ^^C no etanol 
produzido? Explique. 

(b) Onde teria que estar localizado ^^C na glicose inicial 
para assegurar que toda atividade do ^^C seja liberada como 
^^C02 durante a fermentagao a etanol? Explique. 

7. O calor das fermenta^oes. Os fermentadores indus- 
triais de larga escala geralmente requerem resfriamento cons¬ 
tante e eficaz. Por que? 

8. A fermentagao para a produ^ao de molho de soja. 

Molho de soja e preparado por fermentagao de uma mistura 
salgada de feijao de soja e trigo com varios microrganismos, 
incluindo leveduras, ao longo de um periodo de 8 a 12 meses. 
0 molho resultante (depois da remogao dos solidos) e rico em 
lactato e etanol. Como esses dois compostos sao produzidos? 
Para evitar que o molho de soja tenha um gosto forte de vina- 
gre (vinagre e acido acetico dilmdo), o oxigenio deve ser man- 
tido fora do tanque de fermentagao. Por que? 
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9. Equivalencia das trioses-fosfato. Gliceraldeido-3- 
-fosfato marcado com foi adicionado a um extrato de le- 
vedura. Apos um curto periodo de tempo, foi isolada fruto- 
se-l,6-bifosfato marcada com em C-3 e C-4. Qual era a 
localizagao do no gliceraldeido-3-fosfato inicial? De onde 
veio a segunda marcagao com na frutose-l,6-bifosfato? 
Explique. 

10. Atalho da glicolise. Suponha que voce descobriu uma 
levedura mutante cuja via glicolitica foi encurtada devido a 
presenga de uma nova enzima que catalisa a reagao 

NAD+ NADH+ H+ 

vy 

Gliceraldeido-3-fosfato + H 2 O—^—> 

3-Fosfoglicerato 

0 encurtamento da via glicolitica resultante beneficiaria a ce- 
lula? Explique. 

11. Papel da lactato-desidrogenase. Durante ativida- 
de intensa, a demanda por ATP no tecido muscular aumenta 
muito. Nos musculos das pernas do coelho ou no musculo das 
asas do peru, o ATP e produzido quase exclusivamente por fer- 
mentagao lactica. 0 ATP e formado na fase de pagamento da 
glicolise por meio de duas reagoes, promovidas pela fosfogli- 
cerato-cinase e pela piruvato-cinase. Suponha que o musculo 
esqueletico seja desprovido da lactato-desidrogenase. Poderia 
ele desenvolver atividade fisica vigorosa, ou seja, gerar ATP em 
alta taxa pela glicolise? Explique. 

12. Eficiencia da produgao de ATP no musculo. A trans- 
formagao de glicose a lactato nos miocitos libera apenas em 
torno de 7% da energia livre liberada quando a glicose e com- 
pletamente oxidada a COg e H 2 O. Isso significa que a glicolise 
anaerobia no musculo e um desperdicio de glicose? Explique. 

13. Variagao da energia livre para a oxidagao das trio¬ 
ses-fosfato. A oxidagao do gliceraldeido-3-fosfato a 1,3-bi- 
fosfoglicerato, catalisada pela gliceraldeido-3-fosfato-desidro- 
genase, ocorre com uma constante de equilibrio desfavoravel 
(TT'q = 0,08; AG'° = 6,3 kJ/mol), mas o fluxo por esse ponto da 
via glicolitica ocorre facilmente. Como a celula supera o equili¬ 
brio desfavoravel? 

14. Envenenamento por arsenato. A arsenato e estru- 
tural e quimicamente similar ao fosfato inorganico (P^), e 
muitas enzimas que necessitam de fosfato tambem usariam 
o arsenato. No entanto, os compostos organicos de arsenato 
sao menos estaveis do que os compostos de fosfato analogos. 
Por exemplo, did\[-arsenatos se decompoem rapidamente por 
hidrolise: 

O O 

R—C—O—A—0“ + H 2 O-> 

I 

0“ 


o o 

R—C—O” + HO—As—0“ + H+ 

I 

0 “ 

Por outro lado, acil-/os/atos, como o 1,3-bifosfoglicerato, sao 
mais estaveis e sao transformados nas celulas por meio de agao 
enzimatica. 


(a) Antecipe o efeito na reagao liquida catalisada pela 
gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase se o fosfato fosse subs- 
tituido por arsenato. 

(b) Qual seria a consequencia para um organismo se o fos¬ 
fato fosse substituido por arsenato? 0 arsenato e muito toxico 
para a maioria dos organismos. Explique por que. 

15. Necessidade de fosfato para a fermentagao alcoo- 
lica. Em 1906, Harden e Young, em uma serie de estudos clas- 
sicos sobre a fermentagao da glicose a etanol e CO 2 por extratos 
de leveduras de cerveja, fizeram as seguintes observagoes: (1) 
Fosfato inorganico foi essencial para a fermentagao; quando 0 
suprimento de fosfato esgotava, a fermentagao parava antes 
que toda a glicose fosse utilizada. (2) Durante a fermentagao 
nessas condigoes havia acumulo de etanol, CO 2 e uma hexose- 
-bifosfato. (3) Quando arsenato era substituido por fosfato, a 
hexose-bifosfato nao se acumulava, e a fermentagao ocorria ate 
que toda glicose fosse convertida a etanol e CO 2 . 

(a) Por que a fermentagao cessa quando o suprimento de 
fosfato se esgota? 

(b) Por que etanol e CO 2 se acumulam? A conversao de 
piruvato em etanol e CO 2 e essencial? Por que? Identifique a 
hexose-bifosfato que se acumula. Por que ela se acumula? 

(c) Por que a substituigao de fosfato por arsenato previne o 
acumulo da hexose-bifosfato, mas permite que a fermentagao a 
etanol e CO 2 se complete? (ver Problema 14.) 

16. Papel da vitamina niacina. Adultos engajados em 
exercicio fisico intense requerem, para nutrigao adequada, 
uma ingestao de cerca de 160 g de carboidrato diariamente, 
mas apenas em torno de 20 mg de niacina. Dado o papel da 
niacina na glicolise, como voce explica essa observagao? 

17. Smtese do glicerol-fosfato. 0 glicerol-3-fosfato ne- 
cessario para a sintese de glicerofosfolipideos pode ser sinte- 
tizado a partir de um intermediary glicolitico. Proponha uma 
sequencia de reagoes para essa conversao. 

^ 1 18. Gravidade dos sintomas clinicos devido a de- 
■ ” ficiencia de enzimas. Os sintomas clinicos das duas 
formas de galactosemia - deficiencia de galactocinase ou de 
UDP-glicose:galactose-l-fosfato-uridiltransferase - mostram 
severidades radicalmente diferentes. Embora os dois tipos pro- 
voquem desconforto gastrico apos a ingestao de leite, a defi¬ 
ciencia da transferase tambem leva a disfungoes do figado, dos 
rins, do bago, do cerebro e finalmente a morte. Quais produtos 
se acumulam no sangue e nos tecidos em cada tipo de deficien¬ 
cia enzimatica? Estime as toxicidades relativas desses produ¬ 
tos a partir da informagao aclma. 

19. Definhamento dos musculos durante o jejum prolon- 
gado. Uma consequencia do jejum prolongado e a redugao da 
massa muscular. 0 que acontece com as proteinas musculares? 

20. A via dos atomos na gliconeogenese. Um extrato de 
figado capaz de realizar todas as reagoes metabolicas normals 
do figado e incubado por um curto periodo, em experimentos 
distintos, com os seguintes precursores marcados com 

o- 

(a) [^^ClBicarbonato, HO— 

(b) [l-“C]Piruvato, CH„—C— 

II 

O 
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Trace a via de cada precursor ao longo da gliconeogenese. In- 
dique a localizagao do em todos os intermediMos e no pro- 
duto, a glicose. 

21. Gusto energetico de um ciclo de glicolise e glico¬ 
neogenese. Qual e o custo (em equivalentes de ATP) de 
transformar glicose em piruvato pela via glicolitica e de este 
voltar a glicose pela gliconeogenese? 

22. Relagao entre gliconeogenese e glicolise. Por que 

e importante que a gliconeogenese nao seja o inverse exato da 
glicolise? 

23. Variagoes energeticas da reagao da piruvato-ci- 
nase. Explique em termos bioenergeticos como a conversao 
de piruvato a fosfoenolpiruvato na gliconeogenese supera a 
grande variagao negativa da energia livre padrao da reagao da 
piruvato-cinase na glicolise. 

24. Substrates glicogenicos. Um procedimento comum 
para determinar a eficiencia de um composto como precursor 
de glicose em mamiferos e manter um animal faminto ate que 
os estoques de glicogenio do figado sejam consumidos e entao 
administrar o composto em questao. 0 substrate que levar a 
um aumento liquido do glicogenio hepatico e chamado de gli- 
cogenico, porque ele deve ser primeiro convertido a glicose-6- 
-fosfato. Mostre por meio de reagoes enzimaticas conhecidas 
quais substrates a seguir sao glicogenicos. 

(a) Succinato, ”OOC—CH2—CH2—COO” 

(b) Glicerol, OH OH OH 

I I I 

CH2—C—CH2 

H 

(c) Acetil-CoA, O 

II 

CH3—C—S-CoA 

(d) Piruvato, O 

CHg-C-COO” 

(e) Butirato, CH3—CH2—CH2—COO” 


^ 1 25. O etanol afeta os niveis de glicose no sangue. 

. ” 0 consume de alcool (etanol), especialmente apos perio- 

dos de atividade intensa on depois de vMas boras sem comer, 
resulta em uma deficiencia de glicose no sangue, uma condigao 
conhecida como hipoglicemia. A primeira etapa no metabolis- 
mo do etanol pelo figado e a oxidagao a acetaldeido, catalisada 
pela alcool-desidrogenase hepatica: 

CH3CH2OH + NAD"" -> CH3CHO + NADH + 

Explique como essa reagao inibe a transformagao de lactato 
em piruvato. Por que isso leva a hipoglicemia? 

26. Niveis de lactato no sangue durante exercicio in¬ 
tense. As concentragoes de lactato no plasma sanguineo an¬ 
tes, durante e depois de uma corrida de 400 m estao mostradas 
no grafico. 

(a) 0 que causa o rapido aumento na concentragao de 
lactato? 

(b) 0 que causa o declinio da concentragao de lactato apos 
o termino da corrida? Por que o declinio ocorre mais lentamen- 
te do que o aumento? 


(c) Por que a concentragao de lactato nao e zero durante o 
estado de repouso? 

Corrida 


<-Antes -H H-Depois 



) 27. Relagao entre frutose-l,6-bifosfato e os ni- 

_, veis de lactato no sangue. Um defeito congenito na 

enzima hepatica 1,6-bifosfatase resulta em niveis de lactato 
anormalmente altos no plasma sanguineo. Explique. 

28. Efeito da florizina no metabolismo dos carboidra- 
tos. A florizina, um glicosideo toxico da casca da pereira, blo- 
queia a reabsorgao normal de glicose no tubulo renal, fazendo 
com que a glicose presente no sangue seja quase completa- 
mente excretada na urina. Em um experimento, ratos alimen- 
tados com florizina e succinato de sodio excretaram cerca de 
0,5 mol de glicose (sintetizada por gliconeogenese) para cada 1 
mol de succinato de sodio ingerido. Como o succinato e trans- 
formado em glicose? Explique a estequiometria. 


OH 



29. Excesso de captagao de oxigenio durante a glico¬ 
neogenese. 0 lactato absorvido pelo figado e convertido em 
glicose, com o consumo de 6 mois de ATP por mol de glicose 
produzida. A extensao desse processo em uma preparagao de 
figado de rato pode ser monitorada pela administragao de [^^C] 
lactato e pela medida da quantidade de [^^C]glicose produzida. 
Como a estequiometria entre o consumo de Og e a produgao 
de ATP e conhecida (cerca de 5 ATP por O 2 ), pode-se predizer 
o consumo extra de O 2 , acima da velocidade normal, quando 
uma dada quantidade de lactato e administrada. No entanto, 
quando o O 2 extra utilizado na sintese de glicose a partir de 
lactato e efetivamente medido, e sempre maior que o predito 
pela relagao estequiometrica conhecida. Sugira uma explica- 
gao possivel para essa observagao. 
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30. Papel da via das pentoses-fosfato. Se a oxidagao da 
glicose-6-fosfato pela via das pentoses-fosfato estivesse sendo 
utilizada para gerar principalmente NADPH para reagoes de 
biossintese, o outro produto, ribose-5-fosfato, se acumularia. 
Que problemas isto poderia causar? 


Problema de analise de dados 

31. Criando um sistema de fermentagao. A fermentagao 
de materia vegetal para a produgao de etanol combustivel e um 
metodo potencial para reduzir o uso de combustiveis fosseis 
e assim as emissoes de CO 2 que levam ao aquecimento global. 
Muitos microrganismos podem degradar celulose e entao fer- 
mentar a glicose a etanol. No entanto, muitas fontes potenciais 
de celulose, incluindo residues da agricultura e switchgrass 
(Panicum virgatum, graminea perene nativa da America do 
Norte), tambem contem quantidades substanciais de arabino- 
se, que nao e tao facilmente fermentada. 


H O 

V 

I 

HO—C—H 

I 

H—C—OH 

I 

H—C—OH 

I 

CH2OH 

D-Arabinose 


A Escherichia coli e capaz de fermentar arabinose a eta¬ 
nol, mas a bacteria nao e naturalmente tolerante a altos niveis 
de etanol, dessa forma limitando sua utilidade para a produ¬ 
gao de etanol comercial. Outra bacteria, Zymomomas mohi- 
lis, e naturalmente tolerante a altos niveis de etanol, mas nao 
pode fermentar arabinose. Deanda, Zhang, Eddy e Picataggio 
(1996) descreveram sens esforgos para combinar as principais 
caracteristicas uteis desses dois organismos, introduzindo os 
genes das enzimas metabolizadoras de arabinose de E. coli em 
Z. mobilis. 

(a) Por que essa e uma estrategia mais simples que o inver¬ 
se: criar Z. coli mais tolerante a etanol? 

Deanda e colaboradores inseriram cinco genes de E. coli 
no genoma de Z. mobilis: aroA, codifica L-arabinose-isomera- 
se, que interconverte L-arabinose em L-ribulose; araB, L-ribu- 
locinase, que usa ATP para fosforilar L-ribulose em C-5; araD, 
L-ribulose-5-fosfato-epimerase, que interconverte L-ribulose-5- 
-fosfato em L-xilulose-5-fosfato; talB, transaldolase; e, tklA, 
transcetolase. 


(b) Descreva brevemente a transformagao quimica catali- 
sada por cada uma das tres enzimas ara e, quando possivel, 
indique uma enzima discutida neste capitulo que realize uma 
reagao analoga. 

Os cinco genes de E. coli inseridos em Z. mobilis permi- 
tiram a entrada da arabinose na fase nao oxidativa da via das 
pentoses-fosfato (Figura 14-23), na qual ela foi convertida em 
glicose-6-fosfato e fermentada a etanol. 

(c) As tres enzimas converteram enfim a arabinose em que 
agucar? 

(d) 0 produto da parte (c) alimenta a via mostrada na Fi¬ 
gura 14-23. Combinando as cinco enzimas de E. coli listadas 
com as enzimas dessa via, descreva a via global para a fermen¬ 
tagao de seis moleculas de arabinose a etanol. 

(e) Qual e a estequiometria da fermentagao de seis mole¬ 
culas de arabinose a etanol e COg? Quantas moleculas de ATP 
voce esperaria que essa reagao gerasse? 

(f) Zymomonas mobilis utiliza uma via para a fermenta¬ 
gao etanolica levemente diferente daquela descrita neste ca¬ 
pitulo. Como resultado, o rendimento de ATP esperado e ape- 
nas 1 ATP por molecula de arabinose. Apesar disso ser menos 
benefico para a bacteria, e melhor para a produgao de etanol. 
Por que? 

Outro agucar comumente encontrado em material vegetal 
e a xilose. 


H O 

V 

I 

H—C—OH 

I 

HO—C—H 

I 

H—C—OH 

I 

CH2OH 

D-Xilose 


(g) Quais enzimas adicionais voce precisaria introduzir na 
linhagem de Z. mobilis modificada, descrita anteriormente, 
para capacita-la a usar xilose assim como arabinose para pro- 
duzir etanol? Voce nao precisa nomear as enzimas (elas nem 
mesmo devem existir); apenas cite as reagoes que elas preci- 
sariam catalisar. 
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A regulagao metabolica, tema central em bioquimica, e 
um dos aspectos mais marcantes dos organismos vivos. 
Entre os milhares de reagoes catalisadas por enzimas 
que ocorrem nas celulas, e provavel que nao exista uma que 
escape de alguma forma de regulagao. Essa necessidade de 
regular cada aspecto do metabolismo celular se torna clara 
quando se examina a complexidade das sequencias de rea- 
goes metabolicas. Embora para o estudante de bioquimica 
seja conveniente dividir os processos metabolicos em “vias” 
que desempenham papeis distintos na economia celular, tal 
separagao nao existe na celula viva. Ao contrario, cada via 
discutida neste livro esta indissociavelmente entrelagada 
em uma rede multidimensional de reagoes com todas as 
outras vias celulares (Figura 15-1). Por exemplo, no Ca- 
pitulo 14 foram discutidos quatro destinos possiveis para 
a glicose-6-fosfato em um hepatocito: degradagao pela 
glicolise para a produgao de ATP, degradagao na via das 
pentoses-fosfato para a produgao de NADPH e pentoses- 
-fosfato, usados na smtese de polissacarideos complexes da 
matriz extracelular, ou hidrolise em glicose e fosfato para 
repor a glicose sanguinea. Na verdade, a glicose-6-fosfato 
tern outros destinos possiveis nos hepatocitos; ela pode, por 
exemplo, ser usada para a sintese de outros agucares, como 
glicosamina, galactose, galactosamina, fucose e acido neu- 
raminico, para a glicosilagao de proteinas, ou pode ser par- 
cialmente degradada para fornecer acetil-CoA para a sin¬ 
tese de acidos graxos e esterois. E a bacteria Escherichia 
coli pode usar a glicose para produzir o esqueleto carbonico 
de cada um dos sens varies milhares de tipos de moleculas. 


Quando uma celula qualquer utiliza a glicose-6-fosfato para 
um proposito, essa “decisao” afeta todas as outras vias nas 
quais esse agucar e precursor ou intermediario: qualquer 
mudanga na distribuigao da glicose-6-fosfato para uma via 
afeta, direta ou indiretamente, o fluxo de metabolites por 
todas as outras. 

Tais mudangas na distribuigao sao comuns na vida das 
celulas. Louis Pasteur foi o primeiro a descrever o aumen- 
to de mais de 10 vezes no consume de glicose em uma 
cultura de leveduras quando a cultura foi transferida da 
condigao aerobia para a anaerobia. Esse “efeito Pasteur” 
ocorre sem mudanga significativa nas concentragoes de 
ATP ou da maioria das centenas de intermediaries meta¬ 
bolicos e produtos derivados da glicose. Ocorre efeito se- 
melhante nas celulas do musculo esqueletico quando um 
corredor dispara na linha de largada. A capacidade da ce¬ 
lula de executar simultaneamente todos esses processos 
metabolicos conectados - obter cada produto na quanti- 
dade necessaria e no tempo certo, diante de grandes per- 
turbagoes do meio externo e sem gerar sobras - e uma 
impressionante realizagao. 

Este capitulo utiliza o metabolismo da glicose para 
ilustrar alguns principios gerais da regulagao metabolica. 
Primeiro aborda as fungoes gerais da regulagao na manu- 
tengao da homeostasia metabolica e apresenta a analise do 
controle metabolico, um sistema de analise quantitativa de 
interagoes metabolicas complexas. Descreve as proprieda- 
des reguladoras especificas das enzimas do metabolismo 
da glicose; no Capitulo 14 descreve as atividades cataliticas 
das enzimas da glicolise e da gliconeogenese. Tambem dis¬ 
cute as propriedades cataliticas e reguladoras das enzimas 
da sintese e da degradagao do glicogenio, um dos casos me- 
Ihor estudados de regulagao metabolica. Observe que, ao 
selecionar o metabolismo de carboidratos para ilustrar os 
principios da regulagao metabolica, foi separado artificial- 
mente o metabolismo das gorduras e dos carboidratos. Na 
verdade, essas duas atividades estao firmemente integra- 
das, como sera visto no Capitulo 23. 
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FIGURA15-1 O metabolismo como malha tridimensional. Uma tipica celula eucariotica tern a capacidade de produzir cerca de 30.000 proteinas dife- 
rentes, que catalisam milhares de reaqoes diferentes envolvendo muitas centenas de metabolitos, muitos deles compartilhados por mais de uma "via". Nesta 
imagem resumida e muito simplificada das vias metabolicas, cada ponto representa urn composto intermediario e cada linha de conexao representa uma 
reaqao enzimatica. Consulte no banco de dados KEGG PATHWAY (www.genome.ad.jp/kegg/pathway/map/map01100.html) um diagrama do metabolismo 
mais realistico e muito mais complexo. Neste mapa interativo, cada ponto pode ser clicado para se obter dados adicionais sobre o composto e as enzimas das 
quais ele e substrato. A capa deste livro mostra as reaqoes entrelaqadas que ocorrem na mitocondria. 


15.1 Regula^ao das vias metabolicas 

As vias do metabolismo da glicose fornecem, na diregao ca- 
tabolica, a energia essencial para se opor as forgas de en- 
tropia e, na diregao anabolica, precursores biossinteticos e 
uma forma de armazenamento da energia metabolica. Essas 
reagoes sao tao importantes para a sobrevivencia que me- 
canismos reguladores muito complexos evoluiram para as- 
segurar que os metabolitos se desloquem ao longo de cada 
via na diregao e na velocidade corretas para combinar exa- 
tamente com as condigoes variaveis da celula on do orga- 
nismo. Quando as condigoes externas se alteram, sao feitos 
ajustes na velocidade do fluxo metabolico ao longo de uma 


via completa por uma grande variedade de mecanismos que 
operam em escalas de tempo diferentes. 

As condigoes mudam as vezes de forma drastica. Por 
exemplo, a demanda por ATP nos musculos de voo dos in- 
setos aumenta 100 vezes em poucos segundos quando o in- 
seto alga voo. Nos humanos, a disponibilidade de oxigenio 
pode ser reduzida devido a hipoxia (redugao da liberagao 
de oxigenio aos tecidos) on a isquemia (redugao do fluxo 
sanguineo para os tecidos). As proporgoes relativas de car- 
boidrato, gordura e proteina na dieta variam de acordo com 
a refeigao, e o suprimento de combustiveis obtido na dieta 
e intermitente, o que exige ajustes metabolicos entre as re- 
feigoes e durante periodos de jejum. A cicatrizagao exige 
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quantidades muito grandes de energia e de precursores 
biossinteticos. 

As celulas e os organismos mantem urn estado 
estavel dinamico 

Combustiveis como glicose entram na celula, e residues 
como o COg saem dela, mas a massa e a composigao total 
de uma celula, de um orgao ou de um animal adulto nao se 
alteram de modo significativo ao longo do tempo; as celu¬ 
las e os organismos existem em um estado estavel dinami¬ 
co. Para cada reagao metabolica em uma via, o substrate 
e fornecido pela reagao precedente na mesma velocidade 
na qual e convertido em produto. Assim, apesar de a velo¬ 
cidade (v^ da vazao metabolica, ou fluxo, por essa etapa 
da via poder ser alta e variavel, a concentragao do subs¬ 
trate, S, permanece constante. Assim, para a reagao em 
duas etapas 

A^S^P 

quando [S] e constante. Por exemplo, alteragoes 

na da entrada da glicose no sangue a partir de varias 
fontes e equilibrada por alteragoes na da captagao da 
glicose por varies tecidos a partir do sangue, de forma 
que a concentragao do agucar no sangue ([S]) se mantem 
quase constante em 5 mM. Isso e homeostasia no nivel 
molecular. As falhas nos mecanismos homeostaticos sao 
frequentemente a causa de doengas humanas. No diabe¬ 
tes melito, por exemplo, a regulagao da concentragao san- 
guinea da glicose e deficiente como resultado da falta ou 
da insensibilidade a insulina, com consequencias clmicas 
profundas. 

Quando a perturbagao externa nao e meramente tran- 
sitoria, ou quando um tipo de celula se transforma em 
outro, os ajustes na composigao celular e no metabolis- 
mo podem ser mais drasticos e requererem mudangas 
permanentes e significativas na alocagao de energia e de 
precursores sinteticos, para alcangar um novo estado es¬ 
tavel dinamico. Considere, por exemplo, a diferenciagao 
de celulas-tronco em eritrocitos na medula ossea. A celu¬ 
la precursora contem um nucleo, mitocondrias, alem de 
pouca ou nenhuma hemoglobina, enquanto o eritrocito 
totalmente diferenciado contem uma grande quantidade 
de hemoglobina, mas nao tern nucleo nem mitocondrias; a 
composigao celular mudou permanentemente em respos- 
ta aos sinais externos de desenvoMmento, que acompa- 
nham as mudangas no metabolismo. Essa diferenciagao 
celular requer uma regulagao precisa dos niveis de cada 
protema da celula. 

Ao longo da evolugao, os organismos adquiriram uma 
colegao admiravel de mecanismos reguladores para a ma- 
nutengao da homeostasia nos niveis molecular, celular e de 
organismo, o que se reflete na proporgao de genes que co- 
dificam a maquinaria reguladora. Nos seres humanos, cerca 
de 4.000 genes (—12% de todos os genes) codificam pro- 
teinas reguladoras, incluindo uma grande variedade de re- 
ceptores, de reguladores da expressao genica e mais de 500 
proteinas-cinases diferentes! Em muitos cases, os mecanis¬ 
mos reguladores se sobrepoem: uma enzima esta sujeita a 
regulagao por varies mecanismos diferentes. 


A quantidade de uma enzima e sua atividade catalitica 
podem ser reguladas 

0 fluxo de uma reagao catalisada por uma enzima pode ser 
modulado por alteragoes no numero de moleculas da enzi¬ 
ma ou por alteragoes na atividade catalitica de cada uma 
das moleculas ja presentes na reagao. Tais alteragoes ocor- 
rem em uma escala de tempo de milissegundos ate muitas 
horas, em resposta a sinais de dentro ou de fora da celula. 
Mudangas alostericas muito rapidas na atividade enzimatica 
em geral sao desencadeadas localmente, por alteragoes na 
concentragao local de uma molecula pequena - um subs¬ 
trate da via na qual essa reagao e uma das etapas (p. ex., 
glicose na glicolise), um produto da via (ATP da glicolise) 
ou um metabolito-chave ou cofator (como o NADH) que in- 
dica o estado metabolico da celula. Segundos mensageiros 
(como AMP ciclico e Ca^^) gerados intracelularmente em 
resposta a sinais extracelulares (hormonios, citocinas e as¬ 
sim por diante) tambem controlam a regulagao alosterica, 
em uma escala de tempo levemente mais lenta determina- 
da pela velocidade dos mecanismos de transdugao de sinal 
(ver Capitulo 12). 

Os sinais extracelulares (Figura 15-2, O) podem ser 
hormonais (p. ex., insulina ou adrenalina) ou neuronais 
(acetilcolina), ou podem ser fatores de crescimento ou ci¬ 
tocinas. 0 numero de moleculas de determinada enzima em 
uma celula e fungao das taxas relativas de sintese e degra- 
dagao desta enzima. A taxa de sintese pode ser ajustada 
pela ativagao (em resposta a alguns sinais externos) de um 
fator de transcrigao (Figura 15-2, ©; descrito em mais deta- 
Ihes no Capitulo 28). Os fatores de transcrigao sao pro- 
teinas nucleares que, quando ativadas, se ligam a regioes 
especificas do DNA (elementos de resposta) proximas 
a um promotor genico (ponto de inicio de transcrigao do 
gene) e ativam ou reprimem a transcrigao do gene, levando 
ao aumento ou a redugao da sintese da proteina codificada. 
A ativagao de um fator de transcrigao as vezes resulta de 
sua interagao com um ligante especifico ou de sua fosfo- 
rilagao ou desfosforilagao. Cada gene e controlado por um 
ou mais elementos de resposta reconhecidos por fatores de 
transcrigao especificos. Os genes que tern varies elementos 
de resposta sao controlados por varies fatores de transcri¬ 
gao diferentes, respondendo a varies sinais diferentes. Gru- 
pos de genes que codificam proteinas que atuam em con- 
junto, como as enzimas da glicolise ou da gliconeogenese, 
frequentemente compartilham sequencias de elementos 
de resposta comuns, de modo que um unico sinal, agindo 
por meio de um determinado fator de transcrigao, ativa ou 
reprime todos esses genes em conjunto. A regulagao do me¬ 
tabolismo de carboidratos por fatores de transcrigao espe¬ 
cificos esta descrita na Segao 15.3. 

A estabilidade dos RNA mensageiros (mRNA) sua resis- 
tencia a degradagao por ribonucleases celulares (Figura 15- 
2,0)- varia, e a quantidade de um dado mRNA na celula e 
fungao de sua taxa de sintese e degradagao (Capitulo 26). A 
taxa na qual um mRNA e traduzido em proteina pelos ribos- 
somos (Figura 15-2, O) tambem e regulada e depende de 
varies fatores descritos em detalhe no Capitulo 27. Observe 
que um aumento de n vezes em um mRNA nem sempre 
significa um aumento n de vezes no seu produto proteico. 
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® O Sinais extracelulares 



FIGURA15-2 Fatores que afetam a atividade das enzimas. A ativida- (O a 0), ou pela modulapao da atividade de moleculas ja existentes (O a ®), 
de total de uma enzima pode ser mudada pela alterapao do numero de mo- conforme esta detalhado no texto. Uma enzima pode ser influenciada por 
leculas na celula, ou sua atividade efetivo em urn compartimento subcelular uma combinapao destes fatores. 


As moleculas proteicas, uma vez sintetizadas, tern um 
tempo de vida finite, que pode variar de alguns minutes 
ate muitos dias (Tabela 15-1). A taxa de degradagao pro- 
teica (Figura 15-2, ®) difere de uma enzima para outra e 
depende das condigoes da celula. Algumas proteinas sao 
marcadas pela ligagao covalente de ubiquitina para serem 
degradadas nos proteassomos, conforme sera discutido no 
Capitulo 27 (p. ex., o case da ciclina, na Figura 12-47). A 
reciclagem rapida (sintese seguida de degradagao) e ener- 
geticamente dispendiosa, mas proteinas com meia-vida 
curta podem alcangar novos niveis de estado estavel muito 
mais rapidamente do que aquelas com meia-vida longa, e 
os beneficios dessa capacidade de resposta rapida devem 
equilibrar ou exceder o custo para a celula. 


TABELA 15-1 


Meia-vida media das proteinas nos tecidos de mamiferos 


Tecido 


Meia-vida (dias) 


Figado 

0,9 

Rim 

1,7 

Coragao 

4,1 

Cerebro 

4,6 

Musculo 

10,7 


Outra maneira de alterar a atividade efetiva de uma en¬ 
zima e sequestra-la e a seu substrate em compartimentos 
diferentes (Figura 15-2, 0). No musculo, por exemplo, a 
hexocinase so pode agir sobre a glicose quando esta entra 
no miocito vinda do sangue, e a taxa de entrada depende 
da atividade dos transportadores de glicose (ver Tabela 11- 
3) na membrana plasmatica. Dentro da celula, os compar¬ 
timentos envoltos por membranas segregam determinadas 
enzimas e sistemas enzimaticos, e o fator limitante da agao 
enzimatica sera o transporte do substrate atraves dessas 
membranas intracelulares. 

Por esses varies mecanismos de regulagao do nivel en- 
zimatico, as celulas podem alterar drasticamente a quan- 
tidade total de suas enzimas em resposta a mudangas nas 
condigoes metabolicas. Nos vertebrados, o figado e o tecido 
mais adaptavel; por exemplo, a mudanga de uma dieta rica 
em carboidratos para uma rica em lipideos afeta a transcri- 
gao de centenas de genes e consequentemente os niveis de 
centenas de proteinas. Essas alteragoes totais na expressao 
genica podem ser quantificadas pelo uso de microarranjos 
de DNA (ver Figura 9-23), que revelam a quantidade to¬ 
tal de mRNA presentes em certo tipo celular ou orgao (o 
transcriptoma) , ou por eletroforese bidimensional (ver 
Figura 3-21), que mostra a totalidade de proteinas de um 
tipo celular ou de um orgao (seu proteoma). Ambas as 
tecnicas proporcionam grande compreensao da regulagao 
metabolica. 0 efeito das alteragoes no proteoma e com fre- 
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quencia uma mudanga no conjunto de metabolitos de baixa 
massa molecular, o metaboloma (Figura 15-3). 0 meta- 
boloma de E. coli crescendo com glicose e dominado por 
poucas classes de metabolitos: glutamato (49%); nucleoti- 
deos (principalmente ribonucleosideos trifosfato) (15%); 
intermediarios da glicolise, do ciclo do acido citrico e da via 
das pentoses-fosfato (vias centrais do metabolismo do car- 
bono) (15%); e glutationas e fatores redox (9%). 

Logo que os mecanismos reguladores que envolvem a 
sintese e a degradagao de proteinas produzem um deter- 
minado numero de moleculas de cada enzima na celula, a 
atividade dessas enzimas pode ser regulada ainda de varias 
outras maneiras: pela concentragao do substrato, pela pre- 
senga de efetores alostericos, por modificagoes covalentes 
on por ligagao de proteinas reguladoras - por todas essas 
maneiras, a atividade de uma molecula de enzima pode ser 
alterada (Figura 15-2, © a ©). 

Todas as enzimas sao sensiveis a concentragao de 
seu(s) substrato(s) (Figura 15-2, ©). Recorde que, no caso 
mais simples (enzima que segue a cinetica de Michaelis- 
-Menten), a velocidade inicial da reagao e a metade da ve- 
locidade maxima quando o substrato esta presente em uma 
concentragao igual ao (i.e., quando metade da enzima 
esta saturada com o substrato). A atividade e reduzida com 
[S] mais baixa, e quando [S] « velocidade da reagao 
e linearmente dependente da [S]. 

Essa relagao entre [S] importante porque as con- 

centragoes intracelulares do substrato estao frequentemen- 
te na mesma faixa do on mais baixas. Por exemplo, a 
atividade de hexocinase se altera com a [glicose], e a con¬ 
centragao intracelular de glicose varia com sua concentra¬ 
gao no sangue. Conforme sera visto, as diferentes formas 
(isoenzimas) da hexocinase tern diferentes valores de 
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FIGURA 15-3 O metaboloma da E.co//crescendo em glicose. Resumo 
das quantidades dos 103 metabolitos medidas por uma combinaqap de cro- 
matografia liquida e espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS). 



■ NAD+ ■ NADPH • Reagoes de degradaqao 

■ ATP ♦ Outro • Vias centrais do metabolismo do carbono 

FIGURA 15-4 Compara^ao entre oK^ea concentragao do substrato 
de algumas enzimas metabolicas. As concentraqoes dos metabolitos 
medidas na E.coli crescendo em glicose estao colocados no grafico contra os 
conhecidos das enzimas que consomem estes metabolitos. A linha solida 
e a da unidade (na qual a concentragao do metabolito = KJ e as linhas tra- 
cejadas correspondem a um desvio de dez vezes da linha da unidade. 


sendo por isso afetadas de modo diferente por mudangas 
na concentragao intracelular [de glicose], que fisiologica- 
mente fazem sentido. Para muitas transferencias de grupos 
fosforil do ATP e para as reagoes redox que usam NADPH 
on NAD^, a concentragao do metabolito esta bem acima do 
K (Figura 15-4); esses cofatores nao parecem ser o fator 
limitante em tais reagoes. 

PROBLEMA RESOLVID015-1 Atividade de um transportador 
de glicose 


Se (o equivalente ao A"^) para o transportador da glicose 
no figado (GLUT2) for 40 mM, calcule o efeito do aumento 
da concentragao da glicose sangninea de 3 mM para 10 mM 
na velocidade do sen fluxo para o hepatocito. 

Solu^ao: Utiliza-se a Equagao 11-1 (p. 406) para calcular a 
velocidade inicial (fluxo) da captagao da glicose. 

y _ ^max[^]fora 

K,+ [S]fo„ 

Em 3 mM de glicose 

Vq = Fmax (3 mM)/(40 mM + 3 mM) 

= (3 mM/43 mM) = 0,07 

Em 10 mM de glicose 

Vq = (10 mM)/(40 mM +10 mM) 

= Vinax (10 mM/50 mM) = 0,20 F^nax 

Assim, uma elevagao da glicose sangninea de 3 mM para 
10 mM aumenta a taxa de influxo do agucar em um hepato¬ 
cito por um fator de 0,20/0,07 ~ 3. 
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A atividade enzimatica pode ser tanto aumentada como 
reduzida por um efetor alosterico (Figura 15-2, 0; ver Figura 
6-34). Os efetores alostericos convertem cineticas hiperboli- 
cas em sigmoides, ou vice-versa (p. ex., ver Figura 15-16b). 
Na parte mais ingreme da curva sigmoide, uma pequena alte- 
ragao na concentragao do substrate, ou do efetor alosterico, 
pode ter um grande impacto na velocidade da reagao. Re- 
corde do Capitulo 5 (p. 167) que a cooperatividade de uma 
enzima alosterica pode ser expressa como um coeficiente de 
Hill, com coeficientes mais altos significando maior coopera¬ 
tividade. Para uma enzima alosterica com coeficiente de Hill 
de 4, a atividade aumenta de 10% para 90% da com ape- 
nas 3 vezes de aumento da [S], comparado com o aumento de 
81 vezes na [S] necessario para uma enzima sem os efeitos 
cooperatives (coeficiente de Hill de 1; Tabela 15-2). 

As modificagoes covalentes das enzimas ou de outras 
proteinas (Figura 15-2, 0) ocorrem em segundos ou minu¬ 
tes apos um sinal regulador extracelular. As modificagoes 
mais comuns sao fosforilagao e desfosforilagao (Figura 
15-5); a metade das proteinas de uma celula eucariotica 
e fosforilada em alguma situagao. A fosforilagao por uma 
proteina-cinase especifica pode afetar as caracteristicas 
eletrostaticas do sitio ativo da enzima, provocando o des- 
locamento de uma regiao inibidora da enzima para fora 
do sitio ativo, alterando a interagao da enzima com outras 
proteinas, ou forgar mudangas conformacionais que se tra- 
duzem em alteragoes na ou no K^. Para que as modi¬ 
ficagoes covalentes sejam uteis na regulagao, a celula deve 
ser capaz de fazer a enzima alterada retornar ao seu estado 
original de atividade. A familia das fosfoproteina-fosfatases, 
que estao, pelo menos algumas delas, sob regulagao, catali- 
sa a desfosforilagao das proteinas. 

Finalmente, muitas enzimas sao reguladas pela asso- 
ciagao e dissociagao de outra proteina reguladora (Figura 
15-2, CD). Por exemplo, a proteina-cinase A dependente de 
AMP ciclico (PKA; ver Figura 12-6) e inativa ate que a liga- 
gao com o cAMP separe a subunidade reguladora (inibido¬ 
ra) da catalitica da enzima. 

Esses varies mecanismos que alteram o fluxo por uma 
etapa de uma via metabolica nao sao mutuamente exclusi¬ 
ves. E muito comum que uma enzima isolada seja regulada 
no nivel de transcrigao e tambem por mecanismos alosteri- 
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Protema-cinase 

ADP^ 


Fosfo protein a- 
-fosfatase 

^HoO 


O 


Ser/Thr/Tyr^O—P— 0 “ 
0“ 


FIGURA 15-5 Fosforilagao e desfosforilagao de proteinas. As prote- 
ina-cinases transferem um grupo fosforil do ATP para residues de Ser, Thr 
ouTyr em uma enzima ou outro substrate proteico. As proteina-fosfatases 
removem o grupo fosforil como P,. 


COS e covalentes. As combinagoes proporcionam regulagao 
rapida, facil e eficaz em resposta a uma ampla gama de per- 
turbagoes e sinais. 

Nas discussoes que seguem, e util pensar em mudangas 
na atividade enzimatica servindo a dois papeis distintos, mas 
complementares. Usa-se o termo regulagao metabolica 
para abranger processes que servem para manter a home- 
ostasia no nivel molecular - para manter algum parametro 
celular (p. ex., concentragao de um metabolite) em estado 
de equilibrio ao longo do tempo, mesmo que o fluxo dos me¬ 
tabolites se altere ao longo da via. 0 termo controle meta- 
bolico se refere a um processo que conduz a uma alteragao 
no resultado de uma via metabolica ao longo do tempo, em 
resposta a um sinal externo ou uma mudanga nas condigoes. 
A distingao, embora util, nem sempre e facil de ser feita. 

As reaves longe do equilibrio sao pontos de regulagao 
usuais nascelulas 

Para algumas etapas de uma via metabolica, a reagao esta 
proxima do equilibrio, com a celula no seu estado estavel 
dinamico (Figura 15-6). 0 fluxo liquido de metabolites 


TABELA 15-2 


Rela^ao entre o coeficiente de Hill e o efeito da concentragao 
do substrato sobre a velocidade da reagao de enzimas 
alostericas 


Coeficiente de Hill 
(/!„) 

Mudanga requerlda na [5] 
paraaumentara l^gde 
10% para 99% da 1^^^,^ 

0,5 

X 6.600 

1,0 

X 81 

2,0 

X 9 

3,0 

X 4,3 

4,0 

X 3 


O 0 0 

i/= 10,01 V= 200 V=500 

-> A ^ R —^ r -^ n 

V=0,0^ ' i/= 190 V=490 

Velocidade 10 10 10 

liquida: 

FIGURA 15-6 Etapas fora do equilibrio e proximas do equilibrio em 
uma via metabolica. As etapas @ e ® desta via estao proximas do equi¬ 
librio na celula; para cada etapa, a velocidade (V) da reagao para a frente e 
levemente maior do que a velocidade da reagao reversa, de modo que a velo¬ 
cidade liquida para a frente (10) e relativamente baixa e a variagao de energia 
livre, AG, e proxima de zero. Um aumento na [C] ou na [D] pode reverter a 
diregao destas etapas. A etapa O e mantida longe do equilibrio na celula; sua 
velocidade para a frente e muito maior do que a da reagao reversa. A veloci¬ 
dade liquida da etapa O (10) e muito maior do que a da reagao reversa (0,01) 
e e identica a velocidade liquida das etapas @ e ® quando a via esta operan- 
do no estado de equilibrio dinamico. A etapa O tern um AG negative grande. 















PRINCfPIOS DE BlOQUfMICA DE LEHNINGER 593 


TABELA15-3 


Constantes de equilibrio, coeficientes de a^ao das massas e variates da energia livre das enzimas do metabolismo de carboidratos 


Razao da a^ao das massas, Q 

- Rea^ao proxima do AC' (kJ/mol) 


Enzima 


Figado 

Cora^ao 

equilibrio in vivol* 

A(J'°(kJ/mol) 

no cora^ao 

Hexocinase 

1 X 10^ 

2 X 10“" 

8 X 10“" 

Nao 

-17 

-27 

PFK-1 

1,0 X 10^ 

9 X 10“" 

3 X 10“" 

Nao 

-14 

-23 

Aldolase 

1,0 X 10“" 

1,2 X 10“® 

9 X 10“® 

Sim 

+24 

-6,0 

Triose-fosfato-isomerase 

4 X 10“" 

_t 

2,4 X 10“' 

Sim 

+ 7,5 

+3,8 

Gliceraldeido-3-fosfato- 
-desidrogenase + 
fosfoglicerato-cinase 

2 X 10^ 

6 X 10" 

9,0 

Sim 

-13 

+3,5 

Fosfoglicerato-mutase 

1 X 10“' 

1 X 10“' 

1,2 X 10“' 

Sim 

+4,4 

+0,6 

Enolase 

3 

2,9 

1,4 

Sim 

-3,2 

-0,5 

Piruvato-cinase 

2 X 10'' 

7 X 10“' 

40 

Nao 

-31 

-17 

Fosfoglicose-isomerase 

4 X 10“' 

3,1 X 10“' 

2,4 X 10“' 

Sim 

+2,2 

-1,4 

Piruvato-carboxilase 
+ PEP-carboxicinase 

7 

1 X 10“" 

t 

Nao 

-5,0 

-23 

Glicose-6-fosfatase 

8,6 X 10'' 

1,2 X 10" 

_t 

Sim 

-17 

-5,0 


Fonte: e Q de Newsholme, E.A. e Start, C. (1973) Regulation in Metabolism, Wiley Press, New York, p. 97, 263. AG e AG'° foram calculados a partir destes dados. 

*Para simplificar, qualquer reagao na qual o valor absoluto do AG calculado seja menor do que 6 e considerada proxima do equilibrio. 

^Dados nao disponiveis. 


nessas etapas e a pequena diferenga entre a velocidade da 
reagao direta e da reagao inversa, velocidades muito simila- 
res quando a reagao esta proxima do equilibrio. Pequenas 
alteragoes nas concentragoes do substrato ou do produto 
podem produzir grande alteragao na taxa liquida, podendo 
mesmo mudar a diregao do fluxo liquido. E possivel iden- 
tificar essas reagoes proximas do equilibrio em uma celu- 
la comparando a razao da agao das massas, Q, com a 
constante de equilibrio para a reagao, K'^^. Recorde que, na 
reagao A + B^C + D, Q = [C][D]/[A][B]. Quando Q e 
estiverem dentro de 1 a 2 ordens de grandeza entre si, a 
reagao esta proxima do equilibrio. Esse e o caso em 6 das 10 
etapas da via glicolitica (Tabela 15-3). 

Outras reagoes na celula estao longe do equilibrio. 
For exemplo, K 'para a reagao da fosfofrutocinase-1 
(PFK-1) e de cerca de 1.000, mas Q ([frutose-l,6-bifos- 
fato][ADP]/[frutose-6-fosfato][ATP]) em um hepatocito 
no estado estavel e de cerca de 0,1 (Tabela 15-3). Isto 
e, a reagao esta tao longe do equilibrio que o processo e 
exergonico sob condigoes celulares e tende a ir adiante. 
A reagao e mantida longe do equilibrio porque, sob condi¬ 
goes correntes de concentragoes de substrato, de produ¬ 
to e de efetor, a taxa de conversao da frutose-6-fosfato a 
frutose-l,6-bifosfato esta limitada pela atividade da PFK- 
1, ela propria limitada pelo numero de moleculas de PFK- 
1 presentes e pela agao dos efetores alostericos. Assim, 
a taxa liquida da reagao direta catalisada pela enzima e 
igual ao fluxo liquido dos intermediarios glicoliticos por 
outras etapas da via, e o fluxo inverso pela PFK-1 perma- 
nece proximo de zero. 


A celula ndo pode permitir reagoes com grandes cons¬ 
tantes de equilibrio para alcangar o equilibrio. Se [frutose-6- 
-fosfato], [ATP] e [ADP] na celula forem mantidas em niveis 
tipicos (concentragoes milimolares baixas) e for permitido 
a reagao da PFK-1 alcangar o equilibrio por uma elevagao 
na [frutose-l,6-bifosfato], a concentragao desse produto se 
elevara para a faixa molar causando destruigao osmotica da 
celula. Considere outro caso: se fosse permitido a reagao 
ATP ^ ADP + P-se aproximar do equilibrio, a variagao real 
de energia livre (AG') para essa reagao (AGp, ver Problema 
Resolvido 13-2, p. 519) se aproximaria de zero, e o ATP per- 
deria o potencial de transference do grupo fosforil de alta 
energia, que e valioso para a celula. Por isso e essencial que 
as enzimas que catalisam a degradagao do ATP e outras rea¬ 
goes altamente exergonicas sejam sensiveis a regulagao, de 
forma que, quando as mudangas metabolicas forem forgadas 
por condigoes externas, o fluxo por essas enzimas seja ajus- 
tado para assegurar que a [ATP] permanega muito acima do 
seu nivel de equilibrio. Quando tais mudangas metabolicas 
ocorrem, as atividades das enzimas em todas as vias interco- 
nectadas se ajustam para manter as etapas criticas longe do 
equilibrio. Assim, nao e surpreendente que muitas enzimas 
(como a PFK-1) que catalisam reagoes altamente exergoni¬ 
cas estejam sujeitas a uma grande variedade de mecanismos 
reguladores refinados. A multiplicidade desses ajustes e tao 
grande que e impossivel prever so pelo exame das proprie- 
dades de uma enzima qualquer em uma via se essa enzima 
tern uma grande influencia no fluxo liquido por toda a via. 
Esse problema complexo pode ser abordado pela analise do 
controle metabolico, conforme descrito na Segao 15.2. 
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FIGURA 15-7 Efeito da concentra^ao de ATP na velocidade inicial da 
rea^ao de uma enzima dependente de ATP tfpica. Estes dados experi- 
mentais produzem um de 5 mivi para o ATP. A concentrapao de ATP nos 
tecidos animais e de aproximadamente 5 mivi. 


Os nucleoti'deos de adenina tern papeis especiais na 
regula^ao metabolica 

Talvez nada seja mais importante para uma celula, apos a 
protegao de seu DNA contra danos, do que a manutengao 
de um suprimento e de uma concentragao de ATP cons- 
tantes. Muitas enzimas que utilizam ATP tern valores de 
entre 0,1 e 1 mM, sendo que a concentragao de ATP em uma 
celula tipica e de 5 a 10 mM (Figura 15-4). Se a [ATP] di- 
minuir significativamente, essas enzimas nao estarao total- 
mente saturadas pelo seu substrate (ATP), e a velocidade 
de centenas de reagoes que envolvem ATP seria reduzida 
(Figura 15-7); a celula provavelmente nao sobreviveria a 
esse efeito cinetico sobre tantas reagoes. 

Existe tambem um efeito termodindmico importante 
na redugao da [ATP]. Uma vez que o ATP e convertido em 
ADP on AMP quando e “gasto” para realizar trabalho ce- 
lular, a relagao [ATP]/[ADP] afeta profundamente todas as 
reagoes que utilizam estes cofatores. (0 mesmo e verdadei- 
ro para outros cofatores importantes como NADH/NAD^ e 
NADPH/NADP"^.) Considere, por exemplo, a reagao catali- 
sada pela hexocinase: 

ATP + glicose-^ADP + glicose-6-fosfato 


KU 


[ADP]eq[gliCOSe-6-fOSfato] eq 
[ATP]eq[gliCOSe]eq 


= 2 X 10 ^ 


Observe que esta expressao somente e verdadeira quando 
os reagentes e os produtos estiverem nas suas concentra- 
goes de equilibrio quando AG' = 0. Em qualquer outra 
combinagao de concentragoes, AG' nao e zero. Recorde (do 
Capitulo 13) que a razao dos produtos e substratos (a razao 
da agao das massas, Q) determina a magnitude e o sinal de 
AG' e por isso a forga motriz, AG', da reagao: 


AG' = AG'° 


[ADP] [glicose 6-fosfato] 
^ [ATP] [glicose] 


Uma vez que uma alteragao nessa forga motriz influen- 
cia profundamente cada reagao que envolve ATP, os orga- 
nismos evoluiram sob intensa pressao para desenvolver me- 
canismos reguladores que respondam a razao [ATP]/[ADP]. 

A concentragao de AMP e um indicador ainda mais sen- 
sivel do estado energetico da celula do que a [ATP]. As ce- 
lulas normalmente tern uma concentragao muito mais alta 
de ATP (5 a 10 mM) do que de AMP (< 0,1 mM). Quando 
alguns processos (p. ex., contragao muscular) consomem 
ATP, o AMP e produzido em duas etapas. Primeiro a hidro- 
lise do ATP produz ADP, e depois a reagao catalisada pela 
adenilato-cinase produz AMP: 


2ADP-> AMP + ATP 


Se o ATP for consumido de forma que sua concentragao di- 
minua 10%, o aumento relativo na [AMP] e muito maior do 
que na [ADP] (Tabela 15-4). Por isso nao e surpreendente 
que muitos processos reguladores sejam comandados por 
alteragoes na [AMP]. 0 mediador mais importante da regu- 
lagao por AMP provavelmente seja a protema-cinase ati- 
vada por AMP (AMPK) , que responde a um aumento na 
[AMP] pela fosforilagao de enzimas-chave, regulando assim 
suas atividades. A elevagao da [AMP] pode ser causada por 
um suprimento reduzido de nutrientes on pelo aumento do 
exercicio. A agao da AMPK (nao confundir com a proteina- 
-cinase dependente de AMP ciclico] ver Segao 15.5) au- 
menta o transporte de glicose e ativa a glicolise e a oxidagao 
dos acidos graxos, enquanto suprime os processos que re- 
querem energia, como a sintese de acidos graxos, colesterol 
e proteinas (Figura 15-8). A AMPK e discutida adiante, 
e os mecanismos detalhados pelos quais ela realiza essas 
mudangas serao analisados no Capitulo 23. 

Centenas de intermediaries metabolicos, alem do ATP, de- 
vem estar presentes na celula em concentragoes apropriadas. 
Para tomar somente um exemplo: os intermediaries glicoliti- 
cos di-hidroxiacetona-fosfato e 3-fosfoglicerato sao, respec- 
tivamente, precursores de triacilglicerois e serina. Quando 
esses produtos sao necessaries, a taxa de glicolise deve se 


TABELA 15-4 


Variates relativas na [ATP] e na [AMP] quando 0 ATP e consumido 


Concentragao antes Concentragao apos a 
Nucleotideo da deple^ao de ATP deple^ao de ATP 
de adenina (mivi) (mivi) Varia^ao relativa 


ATP 

5,0 

4,5 

10% 

ADP 

1,0 

1,0 

0 

AMP 

0,1 

0,6 

600% 
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Cerebro 

(hipotalamo) 



Leptina, 
adiponectina 


t [AMP] 
i [ATP] 


SNS \ 


flngestao de alimento 

Coragao 



Oxidagao de acidos graxos 
Captagao de glicose 
Glicolise 

Tecido adiposo V' 



Exercicio 


Musculo esqueletico 



Captagao de acidos graxos, oxidagao 
Capta^ao de glicose 
Biogenese mitocondrial 

Celula j3 pancreatica 

Secre^ao 
de insulina 



Smtese de acidos graxos 
Lipolise 


Figado 

pr 

Smtese de 


de acidos graxos 
Smtese de colesterol 


FIGURA15-8 Papel da protema-cinase ativada por AMP (AMPK) no 
metabolismo de carboidratos e de gorduras. A AMPK e ativada por 
[AMP] elevada ou por [ATP] reduzida, pelo exercicio, pelo sistema nervoso 
simpatico (SNS), ou por hormonios peptidicos produzidos no tecido adiposo 
(leptina e adiponectina, descritos em mais detaihe no Capitulo 23). A AMPK, 
quando ativada, fosforila proteinas-alvo e altera o metabolismo de uma 


grande variedade de tecidos, distanciando-o dos processes que consomem 
energia como a smtese de glicogenio, de acidos graxos e de colesterol; alte¬ 
ra o metabolismo nos tecidos extra-hepaticos para o uso de acidos graxos 
como combustivel; e desencadeia a gliconeogenese no figado para fornecer 
glicose para o cerebro. No hipotalamo, a AMPK estimula o comportamento 
de alimentaqao para fornecer mais combustivel com a dieta. 


ajustar para fornece-los sem reduzir a produgao glicolitica de 
ATR Isso tambem ocorre na manutengao dos niveis de outros 
cofatores importantes, como NADH e NADPH: mudangas na 
sua razao da agao das massas (isto e, na relagao entre cofator 
reduzido e oxidado) tern efeitos sobre o metabolismo. 

As prioridades no nivel do organismo, e claro, tambem 
impulsionaram a evolugao dos mecanismos reguladores. 0 
cerebro dos animals quase nao possui estoques de fontes de 
energia, dependendo de um suprimento constante de glico¬ 
se do sangue. Se a glicose sangmnea diminuir da sua con- 
centragao normal de 4 a 5 mM para a metade desse nivel, o 
resultado e confusao mental, e uma redugao de cinco vezes 
pode levar ao coma e a morte. Para proteger contra mu¬ 
dangas na concentragao sanguinea de glicose, a liberagao 
dos hormonios insulina e glucagon, provocada pela glicose 
sanguinea alta ou baixa, respectivamente, causa mudangas 
metabolicas que tendem a fazer a concentragao sanguinea 
da glicose voltar ao normal. 

Outras pressoes seletivas devem ter agido ao longo da 
evolugao, selecionando mecanismos reguladores que cum- 
prem o que segue: 

1. Maximizar a eficiencia da utilizagao dos combustiveis 
por impedir o funcionamento simultaneo de vias em 
diregoes opostas (como glicolise e gliconeogenese). 

2. Separar os metabolitos apropriadamente em vias 
alternativas (como a glicolise e a via das pento- 
ses-fosfato). 


3. Mobilizar o combustivel mais adequado para as ne- 
cessidades imediatas do organismo (glicose, acidos 
graxos, glicogenio ou aminoacidos). 

4. Reduzir vias biossinteticas quando sens produtos se 
acumulam. 

Os capitulos remanescentes deste livro apresentam muitos 

exemplos de cada um dos tipos de mecanismos reguladores. 

RESUMO 15.1 Regula^ao das vias metabolicas 

► Em uma celula metabolicamente ativa no estado esta- 
vel, os intermediarios sao formados e utilizados em ta- 
xas iguais. Quando uma perturbagao transitoria altera 
a taxa de formagao ou de utilizagao de um metabolite, 
alteragoes compensatorias nas atividades das enzimas 
reconduzem o sistema ao estado estavel. 

► As celulas regulam seu metabolismo por meio de uma 
grande variedade de mecanismos em uma escala de 
tempo que varia de menos de um milissegundo ate dias, 
tanto pela mudanga na atividade de moleculas enzima- 
ticas preexistentes quanto pela mudanga no numero de 
moleculas de uma enzima especifica. 

► Varios sinais ativam ou inativam fatores de transcri- 
gao, que atuam no nucleo e regulam a expressao geni- 
ca. Mudangas no transcriptoma levam a mudangas no 
proteoma e, por fim, no metaboloma de uma celula ou 
tecido. 
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► Nos processos com multiplas etapas como a glicolise, 
determinadas reagoes estao em equilibrio no estado es- 
tavel; as velocidades dessas reagoes aumentam e dimi- 
nuem com a concentragao do substrato. Outras reagoes 
estao fora do equilibrio; essas etapas sao os pontos de 
regulagao global da via. 

► Os mecanismos reguladores mantem nlveis praticamen- 
te constantes de metabolitos-chave como ATP e NADH 
nas celulas e de glicose no sangue, enquanto adaptam o 
uso on a produgao de glicose as necessidades variaveis 
do organismo. 

► Os nlveis de ATP e de AMP sao um reflexo senslvel do 
estado energetico da celula, e quando a razao [ATP]/ 
[AMP] diminui, a protelna-cinase ativada por AMP 
(AMPK) desencadeia uma grande variedade de respos- 
tas celulares para elevar a [ATP] e reduzir a [AMP], 

15.2 Analise do controle metabolico 

Estudos detalhados da regula¬ 
gao metabolica so se tornaram 
posslveis depois da elucidagao 
das etapas qulmicas basicas das 
vias e da caracterizagao das en- 
zimas responsaveis. Tendo como 
ponto de partida a descoberta 
de Eduard Buchner (por volta 
de 1900) de que um extrato de 
celulas de levedura poderia con¬ 
verter glicose em etanol e COg, 
o impulse principal da pesquisa 
bioqulmica foi decifrar as etapas 
pelas quais essa transformagao 
ocorria e purificar e caracteri- 
zar as enzimas que catalisavam 
cada etapa. Na metade do seculo XX, todas as 10 enzimas 
da via glicolltica estavam purificadas e caracterizadas. Nos 
50 anos seguintes se aprendeu muito sobre a regulagao des- 
tas enzimas, por sinais extra e intracelulares, por meio dos 
mecanismos covalentes e alostericos descritos neste ca- 
pltulo. 0 criterio convencional era que, em uma via linear 
como a glicolise, a catalise por uma das enzimas deveria 
ser a mais lenta, determinando, desse mode, a velocidade 
do fluxo metabolico por toda a via. No case da glicolise, a 
PFK-1 foi considerada a enzima de velocidade limitante, 
porque se sabe que e regulada pela frutose-l,6-bifosfatase e 
outros efetores alostericos. 

Com o advento da tecnologia da engenharia genetica, se 
tornou posslvel testar essa hipotese da “unica etapa deter- 
minante da velocidade” pelo aumento da concentragao da 
enzima que catalisa a “etapa limitante da velocidade” em 
uma via e pela determinagao do aumento proporcional do 
fluxo ao longo da via. Com frequencia nao aumenta; a solu- 
gao simples (uma unica etapa determinante da velocidade) 
esta errada. Atualmente esta claro que, na maioria das vias, 
o controle do fluxo e distribuido entre varias enzimas, e o 
grau com que cada uma contribui para o controle varia com 
as condigoes metabolicas - o suprimento do material de 


partida (p. ex., glicose), o suprimento de oxigenio, a neces- 
sidade de outros produtos derivados de intermediarios da 
via (como a glicose-6-fosfato para a via das pentoses-fosfato 
em celulas que sintetizam grande quantidade de nucleoti- 
deos), os efeitos dos metabolitos com fungoes reguladoras, 
e o estado hormonal do organismo (os nlveis de insulina e 
glucagon), entre outros fatores. 

Por que o interesse nos fatores que limitam o fluxo por 
uma via? Para entender a agao dos hormonios ou de farma- 
cos, ou a patologia que resulta de uma falha na regulagao 
metabolica, e precise saber onde e exercido o controle. Se 
os pesquisadores desejam desenvolver um farmaco que es- 
timule ou iniba uma via, o alvo logico e a enzima que tenha 
o maior impacto no fluxo por esta via. A bioengenharia de 
um microrganismo para produzir uma grande quantidade 
de um produto de valor comercial (p. 321) requer um co- 
nhecimento do que limita o fluxo de metabolitos para este 
produto. 

A contribui^ao de cada enzima para o fluxo atraves de 
uma via e determinada experimentalmente 

Existem varias maneiras de determinar experimental¬ 
mente como uma variagao na atividade de uma enzima em 
uma via afeta o fluxo metabolico por essa via. Considere 
os resultados experimentais mostrados na Figura 15-9. 
Quando uma amostra de flgado de rato foi homogeneizada 
para liberar todas as enzimas soluveis, o extrato realizou 
a conversao glicolltica da glicose em frutose-l,6-bifosfato 
a uma velocidade mensuravel. (Para simplificar, esse ex- 
perimento esta focado somente na primeira parte da via 
glicolltica.) Quando foram adicionadas ao extrato quanti- 



FIGURA15-9 Dependencia do fluxo glicolftico sobre enzimas adicio¬ 
nadas, em um homogeneizado de figado de rato. Enzimas purificadas, 
nas quantidades mostradas no eixo dox, foram adicionadas a um extrato de 
figado realizando glicolise. 0 aumento no fluxo ao longo da via e mostrado 
no eixo doy. 



Eduard Buchner, 
1860-1917 
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dades crescentes de hexocinase IV (glicocinase) purifica- 
da, a velocidade da glicolise aumentou gradualmente. A 
adigao de PFK-1 purificada tambem aumentou a velocida¬ 
de da glicolise, mas nao tao dramaticamente quanto a he¬ 
xocinase. A adigao de fosfo-hexose-isomerase purificada 
nao teve efeito. Esses resultados sugerem que ambas, a 
hexocinase e a PFK-1, contribuem para determinar o fluxo 
pela via (hexocinase mais do que PFK-1), e que a fosfo- 
-hexose-isomerase nao. 

Experimentos semelhantes podem ser feitos em celu- 
las intactas ou em organismos, usando inibidores ou ativa- 
dores especificos para alterar a atividade de uma enzima e 
observar ao mesmo tempo o efeito sobre o fluxo pela via. 
A quantidade de uma enzima tambem pode ser alterada 
geneticamente; a bioengenharia pode produzir uma celula 
que faga copias extras da enzima em estudo ou ter uma 
versao da enzima menos ativa do que a enzima normal. 
0 aumento genetico da concentragao de uma enzima as 
vezes causa efeitos significativos no fluxo e as vezes nao 
tern efeito. 

Tres parametros criticos, que juntos descrevem a capa- 
cidade de resposta de uma via a mudangas nas condigoes 
metabolicas, estao no centro da analise do controle me- 
tabolico. Agora sera feita uma descrigao qualitativa desses 
parametros e de seu significado no contexto de uma celu¬ 
la viva. 0 Quadro 15-1 fornece uma descrigao quantitativa 
mais rigorosa. 

0 coeficiente de controle de fluxo quantifica o efeito de 
uma altera^ao na atividade enzimatica sobre o fluxo 
metabolico por uma via 

Dados quantitativos sobre fluxo metabolico, obtidos con- 
forme a descrigao da Figura 15-9, podem ser usados para 
calcular um coeficiente de controle de fiuxo, C, para 
cada uma das enzimas de uma via. Esse coeficiente ex- 
pressa a contribuigao relativa de cada enzima na deter- 
minagao da velocidade na qual os metabolitos fluem pela 
via - isto e, o fiuxo, J. C pode ter qualquer valor de 0,0 
(para enzimas sem impacto sobre o fluxo) a 1,0 (para en¬ 
zimas que determinam totalmente o fluxo). Uma enzima 
tambem pode ter um coeficiente negativo de controle de 
fluxo. Em uma via ramificada, uma enzima em um ramo, 
pelo fato de remover intermediaries de outro ramo, pode 
ter um impacto negativo sobre o fluxo por esse outro ramo 
(Figura 15-10). C nao e uma constante, nao sendo intrin- 
seco a uma unica enzima; e uma fungao de todo o siste- 
ma de enzimas, e seu valor depende da concentragao dos 
substrates e dos efetores. 

Quando dados reals de experimentos de glicolise em 
extratos de figado de rate (Figura 15-9) foram submetidos 
a esse tipo de analise, os pesquisadores constataram coefi- 
cientes de controle de fluxo (para as enzimas nas concen- 
tragoes encontradas no extrato) de 0,79 para a hexocinase, 
0,21 para a PFK-1, e 0,0 para a fosfo-hexose-isomerase. Nao 
e por acaso que esses valores somam 1,0; e possivel mostrar 
que, para qualquer via completa, a soma dos coeficientes de 
controle de fluxo deve ser igual a unidade. 


E 



A , B , C , D 

Cl = 0,3 C 2 = 0,0 C 3 = 0,9 

FIGURA 15-10 O coeficiente de controle de fluxo, C, em uma via me- 
tabolica ramificada. Nesta via simples, o intermediario B tern dois des¬ 
tines alternatives. A medida que a reaqae B ^ E remeve B da via A ^ D, 
ela centrela esta via, e que resulta em um ceeficiente de centrele de fluxe 
para a enzima que catalisa a etapa B ^ E. Observe que a sema des quatre 
ceeficientes e igual a 1,0, ceme deve ser para qualquer sistema de enzimas 
definide. 

0 coeficiente de elasticidade esta relacionado com 
a capacidade de resposta da enzima a altera^es na 
concentrate do metabolite ou do regulador 

Um segundo parametro, o coeficiente de elasticidade, 

e, expressa quantitativamente a capacidade de resposta 
de uma unica enzima a alteragoes na concentragao de um 
metabolite ou de um regulador; e fungao das propriedades 
cineticas intrinsecas da enzima. Por exemplo, uma enzima 
com tipica cinetica de Michaelis-Menten mostra uma res¬ 
posta hiperbolica ao aumento da concentragao do substrate 
(Figura 15-11). Em baixas concentragoes do substrate (p. 
ex., K'^0,1), cada incremento na concentragao do substrate 
resulta em um aumento comparavel na atividade enzima¬ 
tica, produzindo um s proximo de 1,0. Em concentragoes 
de substrate relativamente altas (p. ex., 10), o aumento 
da concentragao do substrate tern efeito pequeno sobre a 
velocidade da reagao, porque a enzima ja esta saturada com 
o substrate. A elasticidade nesse caso se aproxima de zero. 
Para enzimas alostericas que apresentam cooperatividade 
positiva, s pode exceder 1,0, mas nao excede o coeficiente 
de Hill, que esta entre 1,0 e 4,0. 



FIGURA 15-11 Coeficiente de elasticidade, £, de uma enzima com 
a cinetica de Michaelis-Menten. Em concentragoes do substrato bem 
abaixo do K^, cada aumento na [S] produz um grande aumento correspon- 
dente na velocidade da reagao, \/. Nesta regiao da curva, a enzima tern um s 
de 1,0. Em [S] >> K^, o aumento da [S] tern pequeno efeito sobre a I/; neste 
caso, s esta proximo de zero. 
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METODOS 


Analise do controle metabolico: aspectos quantitativos 


Os fatores que influenciam a circulagao dos intermedia- 
rios (fluxo) ao longo de uma via podem ser determinados 
quantitativamente de mode experimental, sendo expres¬ 
ses em termos uteis para a predigao da alteragao no flu¬ 
xo quando ocorrer alteragao de algum fator envoMdo na 
via. Considere a sequencia de reagoes simples na Figura 
Q-1, na qual um substrate X (p. ex., glicose) e converti- 
do, em varias etapas, em um produto Z (talvez piruvato, 
formado na glicolise). Uma das enzimas tardias na rota e 
uma desidrogenase (ydh) que atua sobre o substrate Y. 
Uma vez que a atividade da desidrogenase e facilmente 
medida (ver Figura 13-24), e possivel usar o fluxo (J) 
por essa etapa para medir o fluxo ao longo de toda 
a via. Manipula-se experimentalmente o nivel de uma en- 
zima inicial na via (xase, que atua sobre o substrate X) e 
mede-se o fluxo ao longo da via (Uy^) para varies niveis 
da enzima xase. 


X 


xase ^ ^ 


multietapa ydh ^ 

^ Y — > bg 

■'ydh 


multietapa ^ ^ 


ddinqsis fracionais no fluxo e na atividade enzimatica, 
e se obtem uma equagao unificado- 

ra para o coeficiente de controle de fluxo, C, neste 


C Edh 
xase 


dJ^ydh /dE^ 




ydh . 




( 1 ) 


Isto pode ser rearranjado para: 


C 'Udh 
xase 


dJy 


ydh 


^x 




J. 


ydh 


que e matematicamente identico a 

d In 


'-^xase 


a InE^ 


FIGURA Q-1 Fluxo ao longo de uma via multienzimatica hipotetica. 

A relagao entre o fluxo pela via de X a Z na celula 
Intacta e a concentragao de cada enzima da via deve ser 
hiperbolica, sem fluxo quando a atividade enzimatica 
for infinitamente baixa e com fluxo proximo ao maximo 
quando a atividade enzimatica for muito alta. Em uma 
curva de Jy^ contra a concentragao da xase, a mu- 
danga no fluxo com uma pequena alteragao no nivel da 
enzima e que e simplesmente a inclinagao 

da tangente da curva em qualquer concentragao da en¬ 
zima e que tende a zero naE^^^^ saturante. Em baixa 
a inclinagao e ingreme; o fluxo aumenta com cada 
incremento na atividade enzimatica. Em E^^^^ muito alta, 
a inclinagao e muito menor; o sistema e menos responsi- 
vo a adigao de xase porque ela ja esta presente em exces- 
so em relagao as outras enzimas da via. 

Usa-se a relagao para mostrar quantita¬ 

tivamente a dependencia do fluxo ao longo da via, 
sobre E'xase- No entanto, sua utilidade e limitada porque 
o seu valor depende das unidades usadas para expres- 
sar fluxo e atividade enzimatica. Pela expressao das mu- 


Esta equagao sugere um meio grafico simples de deter- 
minar o coeficiente de controle de fluxo: Cxase o a inclina¬ 
gao da tangente da curva de versus In de que 
pode ser obtido pela utilizagao dos dados experimentais 
da Figura Q-2a em outro grafico para se obter a Figura 
Q-2b. Observe que e uma constante; ele depen¬ 

de da F/^^gg inicial a partir da qual acontece a alteragao 
no nivel enzimatico. Para os casos mostrados na Figura 
Q-2, UxSe e de 1,0 naF/^^gg mais baixa, mas somente cerca 
de 0,2 em alta Um valor proximo de 1,0 para 
significa que a concentragao da enzima determina total- 
mente o fluxo pela via; um valor proximo de 0,0 significa 
que a concentragao da enzima nao limita o fluxo pela via. 
Alteragoes na atividade da enzima nao terao forte efeito 
sobre o fluxo, a menos que o coeficiente de controle de 
fluxo seja maior do que 0,5. 

A elasticidade de uma enzima e uma medida de 
como a atividade catalitica dessa enzima se altera com 
a alteragao da concentragao do metabolito - substrato, 
produto ou efetor. A medida e obtida a partir de uma cur¬ 
va experimental da velocidade da reagao catalisada pela 
enzima versus a concentragao do metabolito, nas con- 
centragoes prevalentes na celula. Usando argumentos 
analogos aos utilizados para deduzir C, e possivel mostrar 
que 6: e a inclinagao da tangente da curva de In V versus 
In [substrato, produto ou efetor]: 


0 coeficiente de resposta expressa o efeito de um 
controlador externo sobre o fluxo de uma via 

Tambem e possivel derivar uma expressao quantitativa para 
o impacto relativo de um fator externo (hormonio ou fator 
de crescimento), que nao e nem metabolito nem uma en¬ 
zima da via, sobre o fluxo pela via. 0 experimento mede 
o fluxo pela via (nesse caso, glicolise) em varies niveis do 
parametroP (p. ex., concentragao de insulina) para obter o 
coeficiente de resposta, R, que expressa a alteragao no 
fluxo quando P ([insulina]) se altera. 


Esses tres coeficientes, C, s eR, estao relacionados de 
uma maneira simples: a capacidade de resposta (P) de uma 
via a um fator externo que afeta uma determinada enzima 
e uma fungao de (1) quao sensivel e a via a mudangas na 
atividade desta enzima (o coeficiente de controle de fluxo, 
C) e (2) quao sensivel e a enzima especifica a mudangas no 
fator controlador externo (a elasticidade, sy. 

R = C-s 

Cada enzima da via pode ser examinada desta forma, e os 
efeitos de qualquer um de varies fatores externos sobre o 
fluxo na via podem ser determinados separadamente. As- 
















PRINCfPIOS DE BlOQUfMICA DE LEHNINGER 599 




FIGURAQ-2 Coeficiente de controle de fluxo. (a) Variagao tipica do trajeto do fluxo, nnedido na etapa catalisada pela enzima 
ydh, como uma funpao da quantidade da enzima xase, que catalisa uma etapa mais inicial na via. 0 coeficiente de controle de 
fluxo em iej) e a inclinapao do produto da tangente da curva, dJ^^^/d e a relapao (fator de inclinapao) e/j. (b) Em urn grafico de 
dupio logaritmo da mesma curva, o coeficiente de controle de fluxo e a inclinapao da tangente da curva. 


gXase _ ^^xase S 

^ dS ’ 

_ d In |Vxase| 

dhiS 

Para uma enzima com a cinetica de Michaelis-Menten 
tipica, o valor de s varia de 1 desde concentragoes de 
substrate muito abaixo do a proximo de 0 quando se 
aproxima da As enzimas alostericas podem ter elas- 
ticidade maior que 1,0, mas nao maior que sen coeficien¬ 
te de Hill (p. 167). 

Finalmente, o efeito dos controladores externos a 
propria via (isto e, nao metabolites) pode ser medido e 
expresso como o coeficiente de resposta, R. A alte- 
ragao no fluxo ao longo da via e medida por mudangas 
na concentragao do parametro controlador, P, eR e de- 
finido de forma analoga a da Equagao 1, produzindo a 
expressao 




dP 


ydh 


dP 



Usando a mesma logica e os metodos graficos descritos 
anteriormente para determinar C, obtem-se R como a in- 
clinagao da tangente da curva de In J versus In P 

Os tres coeficientes descritos estao relacionados des- 
ta maneira simples: 

pVydh _ /^fjydh , xase 

~ '^xase 

Assim, a capacidade de resposta de cada enzima em 
uma via a uma alteragao em um fator controlador exter- 
no e uma fungao simples de duas coisas: o coeficiente 
de controle, variavel que expressa o quanto essa enzima 
influencia o fluxo sob um dado conjunto de condigoes, 
e a elasticidade, propriedade intrinseca da enzima que 
reflete a sua sensibilidade a concentragao do substrato 
e do efetor. 


sim, em principio, e possivel predizer de que maneira sera 
alterado o fluxo do substrato por uma serie de etapas enzi- 
maticas quando existe uma alteragao em um ou mais fatores 
controladores externos a via. 0 Quadro 15-1 mostra como 
esses conceitos qualitativos sao tratados quantitativamente. 

A analise do controle metabolico foi aplicada ao 
metabolismo de carboidratos, com resultados 
surpreendentes 

A analise do controle metabolico proporciona uma estrutu- 
ra que permite pensar quantitativamente sobre regulagao. 


interpretar o significado das propriedades reguladoras de 
cada enzima em uma via, identificar as etapas que mais 
afetam o fluxo pela via, e distinguir entre os mecanismos 
reguladores que atuam na manutengao das concentragoes 
dos metabolitos e os mecanismos de controle que alteram 
efetivamente o fluxo da via. A analise da via glicolitica em 
leveduras, por exemplo, revelou um coeficiente de contro¬ 
le de fluxo para a PFK-1 inesperadamente baixo, o qual, 
como se percebe, foi determinado como o ponto principal 
do controle do fluxo - a “etapa determinante da velocidade” 
- na glicolise. A elevagao experimental do nivel da PFK-1 
em cinco vezes leva a uma alteragao no fluxo pela glicolise 
















600 DAVID L. NELSON & MICHAEL M. COX 


de menos de 10%, sugerindo que o papel real da regulagao 
pela PFK-1 nao e controlar o fluxo pela glicolise, mas me¬ 
dlar a homeostasia de metabolites - para prevenir grandes 
mudangas na concentragao dos metabolitos quando o fluxo 
pela glicolise aumenta em resposta a glicose sanguinea alta 
ou a insulina. Relembre que o estudo da glicolise em extrato 
de figado (Figura 15-9) tambem produziu um coeficiente 
de controle de fluxo que discordou do conhecimento con- 
vencional; mostrou que a hexocinase, e nao a PFK-1, e mais 
influente no ajuste do fluxo ao longo da glicolise. Deve-se 
observar aqui que o extrato de figado nao e equivalente a 
um hepatocito; a maneira ideal de estudar o controle do flu¬ 
xo e manipulando uma enzima de cada vez na celula viva. 
Isso ja e possivel em muitos cases. 

Os pesquisadores usaram ressonancia magnetica nu¬ 
clear (RMN) como uma maneira nao invasiva de deter- 
minar a concentragao de glicogenio e de metabolitos nas 
cinco etapas da via desde a glicose no sangue ate o glico¬ 
genio nos miocitos (Figura 15-12) de musculo de rate e 
de humanos. Descobriram que o coeficiente de controle 
de fluxo pela glicogenio-sintase foi menor do que para o 
transportador de glicose (GLUT4) ou para a hexocinase. 
(Discutem-se a glicogenio-sintase e outras enzimas do 
metabolismo do glicogenio nas Segoes 15.4 e 15.5.) Esse 
achado contradiz o conhecimento convencional de que a 
glicogenio-sintase e o local do controle do fluxo e suge- 
re que a importancia da fosforilagao/desfosforilagao dessa 
enzima esteja relacionada com a manutengao da homeos¬ 
tasia de metabolitos - isto e, regulagdo, e nao controle. 
Dois metabolitos dessa via, glicose e glicose-6-fosfato, sao 


Capilar 



FIGURA 15-12 Controle da smtese de glicogenio no musculo, a partir 
da glicose sangumea. A insulina afeta tres das cinco etapas desta via, mas 
e o efeito sobre o transporte e sobre a atividade da hexocinase que aumen¬ 
ta o fluxo para o glicogenio e nao a mudanga na atividade da glicogenio- 
-sintase. 


intermediarios-chave em outras vias, incluindo a glicolise, 
a via das pentoses-fosfato e a smtese da glicosamina. A 
analise do controle metabolico sugere que, quando o nivel 
da glicose sangumea se eleva, a insulina atua no musculo 
para (1) aumentar o transporte da glicose para as celulas 
levando GLUT4 para a membrana plasmatica, (2) induzir a 
smtese de hexocinase, e (3) ativar a glicogenio-sintase por 
modificagao covalente (ver Figura 15-41). Os dois primei- 
ros efeitos da insulina aumentam o fluxo de glicose pela 
via (controle), e o terceiro serve para adaptar a atividade 
da glicogenio-sintase de modo que os niveis de metaboli¬ 
tes (p. ex., glicose-6-fosfato) nao aumentem drasticamen- 
te com o fluxo aumentado (regulagao). 

A analise do controle metabolico sugere um metodo 
geral para o aumento do fluxo por uma via 

Como um pesquisador pode manipular uma celula para 
aumentar o fluxo sem alterar as concentragoes dos outros 
metabolitos ou os fluxes ao longo de outras vias? Mais de 
tres decadas atras, Henrik Kacser previu, com base na ana¬ 
lise do controle metabolico, que isso seria possivel pelo au¬ 
mento da concentragao de cada enzima da via. A predigao 
foi confirmada em varies testes experimentais, e tambem 
concorda com a maneira pela qual as celulas normalmente 
controlam os fluxes ao longo das vias. Por exemplo, rates 
alimentados com dieta rica em protema eliminam o excesso 
de grupos amino convertendo-os em ureia no ciclo da ureia 
(Capitulo 18). Com essa mudanga da dieta, a produgao de 
ureia aumenta quatro vezes, e as enzimas do ciclo da ureia 
aumentam de duas a tres vezes. De modo similar, quando 
o aumento da oxidagao dos acidos graxos e desencadeado 
pela ativagao do receptor y ativado por proliferador de pe- 
roxissomo (PPARy, fator de transcrigao ativado por ligante; 
ver Figura 21-22), aumenta a smtese de toda a serie de 
enzimas de oxidagao dos acidos graxos. Com o crescimento 
do uso de microarranjos de DNA no estudo da expressao 
de grupos completos de genes em resposta a varias pertur- 
bagoes, logo se saberia se esse e um mecanismo geral pelo 
qual as celulas realizam ajustes de longo prazo no fluxo ao 
longo de vias especificas. 

RESUMO 15.2 Analise do controle metabolico 

► A analise do controle metabolico mostra que a veloci- 
dade do fluxo metabolico por uma via se distribui entre 
varias enzimas na via. 

► 0 coeficiente de controle de fluxo, C, e uma medida de- 
terminada experimentalmente do efeito da concentra¬ 
gao de uma enzima sobre o fluxo por uma via multienzi- 
matica. Nao e uma caracteristica intrinseca da enzima, 
mas do sistema como um todo. 

► 0 coeficiente de elasticidade, s, de uma enzima e uma 
medida determinada experimentalmente de sua capa- 
cidade de resposta a alteragoes na concentragao de um 
metabolite ou de uma molecula reguladora. 

► 0 coeficiente de resposta, R, e uma medida determina¬ 
da experimentalmente da alteragao no fluxo por uma via 














PRINCIPIOS DE BlOQUIMICA DE LEHNINGER 601 


em resposta a um hormonio regulador ou a um segundo 
mensageiro. E umafungao deC'ede6::i^ = G ' s. 

► Algumas enzimas reguladas controlam o fluxo ao longo 
de uma via, enquanto outras reequilibram o nivel dos 
metabolitos em resposta a alteragoes no fluxo. A pri- 
meira atividade e controle; a segunda, de reequilibrio, 
e regulagdo. 

► A analise do controle metabolico preve, e os experimen- 
tos confirmam, que o fluxo na diregao de um produto 
especifico e aumentado de maneira mais eficiente pela 
elevagao da concentragao de todas as enzimas da via. 


15.3 Regula^ao coordenada da glkolise e 
da gliconeogenese 

Nos mamiferos, a gliconeogenese acontece principal- 
mente no figado, onde tern o papel de fornecer glicose 
para exportar para outros tecidos quando se exaurem os 
estoques de glicogenio e quando nao ha disponibilidade de 
glicose na dieta. Conforme discutido no Capitulo 14, a gli¬ 
coneogenese utiliza varias das enzimas que atuam na glico- 
lise, mas nao e simplesmente o seu reverso. Sete reagoes 
glicoliticas sao livremente reversiveis, e as enzimas que 
catalisam estas reagoes tambem atuam na gliconeogenese 
(Figura 15-13). Tres reagoes da glicolise, de tao exergo- 
nicas, sao essencialmente irreversiveis: as catalisadas por 
hexocinase, PFK-1 e piruvato-cinase. As tres reagoes tern 
um AG' grande e negative (a Tabela 15-3 mostra os valo- 
res no musculo cardiaco). A gliconeogenese usa desvios 
em cada uma dessas etapas irreversiveis; por exemplo, a 
conversao da frutose-l,6-bifosfato em frutose-6-fosfato e 
catalisada pela frutose-l,6-bifosfatase (FBPase-1). Cada 
uma dessas reagoes de desvio tambem tern um AG' grande 
e negative. 

Em cada um dos tres pontos onde as reagoes glicoli- 
ticas sao desviadas por reagoes gliconeogenicas alterna- 
tivas, a operagao simultanea de ambas as vias consome 
ATP sem realizar nenhum trabalho quimico ou biologico. 
Por exemplo, a PFK-1 e a FBPase-1 catalisam reagoes 
opostas: 

PFK 1 

ATP + frutose-6-fosfato-> 

ADP + frutose-l,6-bifosfato 

Frutose-l,6-bifosfato + H 2 O V 

frutose-6-fosfato + P^ 

A soma destas duas reagoes e 

ATP + H 2 O-> ADP + Pi + calor 

isto e, hidrolise de ATP sem realizar nenhuma atividade 
metabolica util. Se estas duas reagoes prosseguirem si- 
multaneamente em uma velocidade alta na mesma celula, 
uma grande quantidade de energia sera dissipada na for¬ 
ma de calor. Esse processo antieconomico e denominado 
ciclo futil. No entanto, como sera visto mais tarde, tais 
ciclos podem proporcionar vantagens em vias de controle, 
e o termo ciclo de substrate e uma denominagao melhor. 
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FIGURA 15-13 Glicolise e gliconeogenese. Vias opostas da glicolise (em 
cor-de-rosa) e da gliconeogenese (em azul) no figado de rato. Tres etapas 
sao catalisadas por enzimas diferentes na gliconeogenese (as "reagoes de 
desvio") e na glicolise; sete etapas sao catalisadas pelas mesmas enzimas nas 
duas vias. Para simplificar, os cofatores foram omitidos. 


Ciclos de substrate semelhantes tambem ocorrem com os 
outros dois grupos de reagoes de desvio na gliconeogenese 
(Figura 15-13). 

Agora serao analisados com mais detalhe os mecanis- 
mos que regulam a glicolise e a gliconeogenese nos tres 
pontos nos quais essas vias divergem. 
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As isoenzimas da hexocinase do musculo e do figado 
sao afetadas diferentemente porseu produto, 
glicose-6-fosfato 

A hexocinase, que catalisa a entrada da glicose na via 
glicolitica, e uma enzima reguladora. Os humanos tern 
quatro isoenzimas (designadas de I a IV), codificadas por 
quatro diferentes genes. As isoenzimas sao protemas 
diferentes que catalisam a mesma reagao (Quadro 15- 
2). A isoenzima da hexocinase predominante dos mioci- 
tos (hexocinase II) tern alta afinidade pela glicose - ela 
atinge a metade da saturagao em 0,1 mM. Uma vez que a 


glicose que entra nos miocitos a partir do sangue (onde 
sua concentragao e de 4 a 5 mM) gera uma concentragao 
intracelular de glicose suficientemente alta para saturar a 
hexocinase I, a enzima normalmente age na sua velocida- 
de maxima ou proxima dela. A hexocinase I do muscu¬ 
lo e a hexocinase II sao inibidas alostericamente por seu 
produto, a glicose- 6 -fosfato, de forma que, sempre que 
a concentragao intracelular de glicose se eleva acima do 
seu nivel normal, essas enzimas sao temporaria e reversi- 
velmente inibidas, levando a velocidade da formagao da 
glicose- 6 -fosfato ao equilibrio com a velocidade de sua 
utilizagao e reestabelecendo o estado estavel. 


QUADR015-2 Isoenzimas: protemas diferentes que catalisam a mesma reagao 


As quatro formas de hexocinase encontradas nos teci- 
dos de mamiferos sao apenas um exemplo de uma situa- 
gao biologica comum: a mesma reagao sendo catalisada 
por duas ou mais formas moleculares diferentes da mes¬ 
ma enzima. Essas multiplas formas, chamadas de isozi- 
mas ou isoenzimas, podem ocorrer na mesma especie, 
no mesmo tecido, ate na mesma celula. As diferentes 
formas (isoformas) da enzima geralmente diferem nas 
propriedades cineticas ou reguladoras, no cofator utili- 
zado (p. ex., NADH ou NADPH no caso das isoenzimas 
desidrogenases), ou na sua distribuigao subcelular (so- 
luvel ou ligada a membrana). As isoenzimas podem ter 
sequencias de aminoacidos similares, mas nao identicas, 
e em muitos cases elas compartilham claramente uma 
origem evolutiva comum. 

Uma das primeiras enzimas para a qual se encontrou 
isoenzimas foi a lactato-desidrogenase (LDH; p. 563), 
que existe nos tecidos dos vertebrados em pelo menos 
cinco formas diferentes separaveis por eletroforese. To- 
das as isoenzimas de LDH tern quatro cadeias polipep- 
tidicas (cada uma com de 33.500), e cada tipo tern 
uma proporgao diferente de dois tipos de polipeptideos. 
A cadeia M (de musculo) e a cadeia H (de coragao) sao 
codificadas por dois genes diferentes. 

A isoenzima predominante no musculo esqueletico 
possui quatro cadeias M, e no coragao a isoenzima pre¬ 
dominante possui quatro cadeias H. Outros tecidos tern 
combinagoes dos cinco tipos possiveis de LDH: 


Tipo 

Composi^ao 

Localiza^ao 

LDHi 

HHHH 

Coragao e eritrocito 

LDH2 

HHHM 

Coragao e eritrocito 

LDHg 

HHMM 

Cerebro e rim 

LDH4 

HMMM 

Musculo esqueletico e figado 

LDH, 

MMMM 

Musculo esqueletico e figado 


As diferengas no conteudo das isoenzimas entre os 
tecidos podem ser usadas para avaliar o tempo e a 
extensao do dano cardiaco em consequencia de um infar- 
to do miocardio (ataque cardiaco). 0 dano ao tecido car¬ 
diaco resulta na liberagao de LDH para o sangue. Logo 
apos um ataque cardiaco, o nivel sanguineo total de LDH 


aumenta, e existe mais LDHg do que LDH^. Apos 12 bo¬ 
ras, as quantidades de LDH^ e de LDHg sao muito seme- 
Ihantes, e apos 24 horas existe mais LDH^ do que LDH 2 . 
Essa mudanga na relagao [LDHJ/[LDH 2 ], combinada com 
o aumento da concentragao sanguinea de outra enzima 
cardiaca, a creatina-cinase, e evidencia muito forte de um 
infarto do miocardio recente. ■ 

As diferentes isoenzimas de LDH apresentam valores 
de e deK^ significativamente diferentes, em especial 
para o piruvato. As propriedades da LDH 4 favorecem a 
redugao rapida de concentragoes muito baixas de piruva¬ 
to a lactato no musculo esqueletico, enquanto as proprie¬ 
dades da isoenzima LDH^ favorecem a oxidagao rapida do 
lactato a piruvato no coragao. 

Em geral, a distribuigao das diferentes isoenzimas de 
uma dada enzima reflete pelo menos quatro fatores: 

1. Padroes metaholicos diferentes em orgdos 
diferentes. Para a glicogenio-fosforilase, as iso¬ 
enzimas no musculo esqueletico e no figado tern 
propriedades reguladoras diferentes, refletindo 
os diferentes papeis da degradagao do glicogenio 
nesses dois tecidos. 

2. Localizagoes e papeis metaholicos diferentes 
para isoenzimas na mesma celula. As isoen¬ 
zimas da isocitrato-desidrogenase do citosol e da 
mitocondria sao um exemplo (Capitulo 16). 

3. Estdgios de desenvolvimento diferentes em 
tecidos fetais ou emhriondrios e em tecidos 
adultos. Por exemplo, o figado fetal tern uma 
distribuigao caracteristica da isoenzima LDH, 
que se altera a medida que o drgao se desenvolve 
na sua forma adult a. Algumas enzimas do cata- 
bolismo da glicose em celulas malignas (cance- 
rigenas) ocorrem como suas isoenzimas fetais e 
nao adultas. 

4. Respostas diferentes de isoenzimas aos mo- 
duladores alostericos. Esta diferenga e util na 
regulagao mais fina das taxas metabolicas. A 
hexocinase IV (glicocinase) do figado e as suas 
isoenzimas de outros tecidos diferem na sua sen- 
sibilidade a inibigao pela glicose- 6 -fosfato. 
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As diferentes isoenzimas de hexocinase do figado e do 
musculo refletem os diferentes papeis desses orgaos no 
metabolismo de carboidratos: o musculo consome glico- 
se, usando-a para produgao de energia, enquanto o figado 
mantem a homeostasia da glicose sangumea produzindo 
ou consumindo o agucar, dependendo da sua concen- 
tragao sangumea prevalente. A isoenzima da hexocinase 
predominante no figado e a hexocinase IV (glicocina- 
se), que difere das hexocinases I-III de musculo em tres 
importantes aspectos. Em primeiro lugar, a concentragao 
de glicose na qual a hexocinase IV atinge a metade da sa- 
turagao (10 mM) e maior do que sua concentragao normal 
no sangue. Uma vez que um transportador de glicose efi- 
ciente nos hepatocitos (GLUT2) equilibra rapidamente 
a concentragao de glicose no citosol e no sangue (ver, na 
Figura 11-30, a cinetica do mesmo transportador, GLUT2, 
em eritrocitos), o alto TT^da hexocinase IV permite sua 
regulagao direta pelo nivel de glicose sangumea (Figura 
15-14). Quando a glicose sangumea e alta, como aconte- 
ce apos uma refeigao rica em carboidratos, o excesso de 
glicose e transportado para os hepatocitos, onde a hexoci¬ 
nase IV o converte a glicose-6-fosfato. Como a hexocinase 
nao esta saturada em 10 mM de glicose, sua atividade con- 
tinua aumentando a medida que a concentragao da glico¬ 
se se eleva para 10 mM ou mais. Sob condigoes de glicose 
sangumea baixa, a concentragao do agucar no hepatocito 
e baixa em relagao ao da hexocinase IV, e a glicose 
gerada pela gliconeogenese deixa a celula antes de hear 
retida pela fosforilagao. 

Em segundo lugar, a hexocinase IV nao e inibida pela 
glicose-6-fosfato e, por isso, pode continuar agindo quando 
o acumulo do substrato inibe completamente as hexocina¬ 
ses I-IIL Finalmente, a hexocinase IV esta sujeita a inibigao 
pela interagao reversivel com uma proteina reguladora es- 
pecifica do figado (Figura 15-15). A ligagao e muito mais 
forte na presenga do efetor alosterico frutose-6-fosfato. A 
glicose compete com a frutose-6-fosfato e causa a disso- 
ciagao da proteina reguladora da hexocinase, removendo a 
inibigao. Imediatamente apos uma refeigao rica em carboi¬ 
dratos, quando a glicose sanguinea estiver alta, ela entra 
nos hepatocitos via GLUT2 e ativa a hexocinase por esse 
mecanismo. Durante o jejum, quando os niveis de glicose 
no sangue diminuem para menos de 5 mM, a frutose-6- 
-fosfato provoca a inibigao da hexocinase IV pela proteina 



FIGURA 15-14 Compara^ao entre as propriedades cineticas da he¬ 
xocinase IV (glicocinase) e da hexocinase I. Observe a caracteristica 
sigmoide para a curva da hexocinase WJ eoK^ muito mais baixo para a he¬ 
xocinase I. Quando a glicose sanguinea se eleva acima de 5 mivi, a atividade 
da hexocinase IV aumenta, mas a hexocinase I ja esta agindo proximo de 
sua e nao pode responder ao aumento da concentragao da glicose. As 
hexocinases I, II e III tern propriedades cineticas semelhantes. 


reguladora, de forma que o figado nao compete com outros 
orgaos pela glicose escassa. 0 mecanismo de inibigao pela 
proteina reguladora e interessante: a proteina ancora a en- 
zima dentro do nucleo, onde ela fica segregada das outras 
enzimas da glicolise no citosol (Figura 15-15). Quando a 
concentragao da glicose no citosol se eleva, ela equilibra 
com a glicose no nucleo pelo transporte por meio dos poros 
nucleares. A glicose causa a dissociagao da proteina regu¬ 
ladora, e a hexocinase passa para o citosol e inicia a fosfo¬ 
rilagao da glicose. 

A hexocinase IV (glicocinase) e a glicose-6-fosfatase sao 
reguladas na transcri^ao 

A hexocinase tambem e regulada ao nivel de sintese pro- 
teica. As condigoes que demandam uma produgao maior 
de energia (baixa [ATP], alta [AMP], contragao muscular 
vigorosa) ou maior consumo de glicose (p. ex., glicose san¬ 
guinea alta) causam aumento na transcrigao do gene da 
hexocinase IV. A glicose-6-fosfatase, a enzima gliconeoge- 
nica que faz o desvio da etapa da hexocinase na glicolise, e 



FIGURA 15-15 Regulagao da hexocina¬ 
se IV (glicocinase) por sequestro no nu¬ 
cleo. 0 inibidor proteico da hexocinase IV e 
uma proteina de ligagao nuclear que carrega 
a enzima para dentro do nucleo quando a 
concentragao da frutose-6-fosfato esta alta no 
figado e a libera para o citosol quando a con¬ 
centragao da glicose esta alta. 
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regulada no nivel da transcrigao por fatores que demandam 
aumento na produgao de glicose (glicose sangmnea baixa, 
sinalizagao por glucagon). A regulagao da transcrigao des- 
tas duas enzimas (juntamente com outras enzimas da glico- 
lise e da gliconeogenese) esta descrita a seguir. 

A regulate da fosfofrutocinase-1 e da 
frutose-1,6-bifosfatase e reciproca 

Conforme observado, a glicose-6-fosfato pode circular na 
glicolise on por varias outras vias, incluindo na via de sin- 
tese do glicogenio on na via das pentoses-fosfato. A reagao 
metabolicamente irreversivel catalisada pela PFK-1 e a eta- 
pa que compromete a glicose com a glicolise. Essa enzima 
complexa tern, alem dos sens sitios de ligagao ao substrate, 
varies sitios reguladores aos quais se ligam os ativadores on 
os inibidores alostericos. 

0 ATP nao e somente um substrate para a PFK-1, sendo 
tambem um produto final da via glicolitica. Quando a con- 
centragao celular alta de ATP sinaliza que ele esta sendo 
produzido mais rapidamente do esta sendo consumido, o 
mesmo inibe a PFK-1 por se ligar a um sitio alosterico na 
enzima, o que reduz sua afinidade pelo substrate frutose-6- 
-fosfato (Figura 15-16). ADP e AMP, cujas concentragoes 
aumentam a medida que o consume de ATP suplanta a pro- 
dugao, atuam alostericamente para liberar a inibigao pelo 
ATP. Esses efeitos se combinam para produzir atividade en- 
zimatica mais elevada quando o ADP e o AMP se acumulam 
e mais baixa quando o ATP se acumula. 

0 citrate (a forma ionizada do acido citrico), interme- 
diario-chave na oxidagao aerobia do piruvato, dos acidos 
graxos e dos aminoacidos, e tambem um regulador alos¬ 
terico da PFK-1; concentragao alta de citrate aumenta o 
efeito inibidor do ATP, reduzindo ainda mais o fluxo de 
glicose pela glicolise. Nesse case, assim como em varies 
outros encontrados adiante, o citrate serve como sinal in- 
tracelular de que a celula esta satisfazendo suas necessi- 
dades de energia metabolica pela oxidagao de acidos gra¬ 
xos e proteinas. 

A etapa correspondente na gliconeogenese e a conver- 
sao da frutose-l,6-bifosfato em frutose-6-fosfato (Figura 
15-17) A enzima que catalisa essa reagao, FBPase-1, e 
fortemente inibida (alostericamente) pelo AMP; quando 
o suprimento de ATP da celula esta baixo (corresponden- 
do a uma alta [AMP]), diminui a sintese de glicose que 
requer ATP. 

Assim, essas etapas opostas nas vias glicolitica e glico- 
neogenica - catalisadas por PFK-1 e FBPase-1 - sao re- 
guladas de uma forma coordenada e reciproca. Em geral, 
quando ha concentragao suficiente de acetil-CoA ou de 
citrate (produto da condensagao da acetil-CoA com oxa- 
loacetato) ou quando uma alta proporgao do adenilato da 
celula esta na forma de ATP, a gliconeogenese e favorecida. 
Quando o nivel de AMP aumenta, isso promove a glicoli¬ 
se pela estimulagao da PFK-1 (e, como sera visto na Segao 
15.5, promove a degradagao do glicogenio pela ativagao da 
glicogenio-fosforilase). 


Reguladores 



[Frutose-6-fosfato] 

(b) 


ATP AMP, ADP 
I I 

\ \ 

( 8 ) ® 

Frutose-6- + ATP - > Frutose-1,6-+ ADP 

-fosfato -bifosfato 

'A 

/ I 

\ \ 

citrato frutose-2,6- 
-bifosfato 
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FIGURA 15-16 A fosfofrutocinase-1 (PFK-1) e sua regulagao. (a) Ima- 
gem de contorno de superficie da PFK-l de E. coli, mostrando suas quatro 
subunidades identicas (PDB ID IPFK). Cada subunidade tern seu proprio sitio 
catalitico, no qual os produtos ADP e frutose 1,6-bifosfato (modelos de esfera 
e bastao, respectivamente em vermelho e amarelo) quase entram em con- 
tato, e seus proprios sitios de ligagao ao regulador alosterico ATP, escondido 
na proteina nas posigoes indicadas. (b) Regulagao alosterica da PFK-l de 
musculo pelo ATP, ilustrada pela curva substrato-atividade. Em baixa [ATP], a 
/Coj para a frutose-6-fosfato e relativamente baixa, permitindo que a enzima 
atue em uma velocidade alta em [frutose-6-fosfato] relativamente baixa. (Re- 
lembre do Capitulo 6 que QoK^ para as enzimas reguladoras.) Quando a 
[ATP] e alta, /(qj para a frutose-6-fosfato e muito aumentada, conforme indi- 
cado pela relagao sigmoide entre a concentragao do substrate e a atividade 
da enzima. (c) Resumo dos reguladores que afetam a atividade da PFK-1. 
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FIGURA 15-17 Regula^ao da frutose-1,6-bifosfatase (FBPase-1) e da 
fosfofrutocinase-1 (PFK-1). 0 importante papel da frutose-2,6-bifosfato na 
regulagao deste cicio de substrate esta detalhado nas figuras subsequentes. 

A frutose-2,6-bifosfato e urn regulador alosterico 
potente da PFK-1 e da FBPase-1 

0 papel especial do figado na manutengao de um nivel 
constante de glicose sangmnea requer mecanismos regu- 
ladores adicionais para coordenar a produgao e o consumo 
de glicose. Quando o nivel de glicose no sangue diminui, o 
hormonio glucagon sinaliza para o figado produzir e liberar 


mais glicose e parar de consumi-la para suas proprias ne- 
cessidades. Uma das fontes de glicose e o glicogenio arma- 
zenado no figado; outra fonte e via gliconeogenese, usando 
piruvato, lactato, glicerol on determinados aminoacidos 
como material de partida. Quando a glicose sanguinea esta 
alta, a insulina sinaliza para o figado usar o agucar como 
combustivel e como precursor na sintese e no armazena- 
mento de glicogenio e triacilglicerol. 

A regulagao hormonal rapida da glicolise e da gliconeo¬ 
genese e mediada pela frutose-2,6-bifosfato, efetor alos¬ 
terico das enzimas PFK-1 e FBPase-1: 



Quando a frutose-2,6-bifosfato se liga ao sen sitio aloste¬ 
rico na PFK-1, ela aumenta a afinidade dessa enzima pelo 
sen substrato, frutose-6-fosfato, e reduz a afinidade pelos 
inibidores alostericos ATP e citrato (Figura 15-18). Em 




Gliconeogenese 

t 

ATP^ Frutose-6-fosfato ^ Pi 

PFK-1 < - F26BP - I FBPase-1 

ADP Frutose-1,6-bifosfato ^ H 2 O 

i 

Glicolise 

(c) 


FIGURA 15-18 Papel da frutose-2,6-blfosfato na regulagao da glicolise 
e da gliconeogenese. A frutose-2,6-bifosfato (F26BP) tern efeitos opostos 
sobre a atividade enzimatica da fosfofrutocinase-1 (PFK-1, enzima glicolitica) 
e da frutose-1,6-bifosfatase (FBPase-1, enzima gliconeogenica). (a) A atividade 
da PFK-1 na ausencia de F26BP (curva azul) e a metade da maxima quando a 
concentragao da frutose-6-fosfato e 2 mM (isto e, Aj = 2 mM). Quando 0,13 
fjLM de F26BP esta presente (curva vermelha), Kqj para a frutose-6-fosfato e so- 


mente 0,08 mM. Assim, a F26BP ativa a PFK-1 por aumentar sua afinidade apa- 
rente pela frutose-6-fosfato (ver Figura 15-16b). (b) A atividade da FBPase-1 e 
inibida por 1 fiM de F26BP, sendo fortemente inibida por 25 [iM. Na ausencia 
do seu inibidor (curva azul), /Cqj para a frutose-1,6-bifosfato e 5 fiM, mas na 
presenga de 25 [iM de F26BP (curva vermelha), /(qj e > 70 fiM. A frutose-2,6- 
-bifosfato tambem torna a FBPase-1 mais sensivel a inibigao por outro regula¬ 
dor alosterico, AMP. (c) Resumo da regulagao por F26BP. 
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FIGURA15-19 Regula9aodonfveldafrutose-2,6-bifosfato. (a)Acon- 

centragao celular do regulador frutose-2,6-bifosfato (F26BF) e determinada 
pelas taxas de sua sintese pela fosfofrutocinase-2 (PFK-2) e sua degradapao 


pela frutose-2,6-bifosfatase (FBPase-2). (b) Ambas as atividades enzimaticas 
sao parte da mesma cadeia polipeptidica, sendo reciprocamente reguladas 
pela insulina e pelo glucagon. 


concentragoes fisiologicas de seus substrates, ATP e fruto- 
se-6-fosfato, e de seus efetores positives ou negatives (ATP, 
AMP, citrate), a PFK-1 esta praticamente inativa na ausen- 
cia da frutose-2,6-bifosfato, que tern efeito oposto sobre a 
FBPase-1: ela reduz a afinidade pelo sen substrate (Figura 
15-18b), reduzindo a gliconeogenese. 

A concentragao celular do regulador alosterico fruto- 
se-2,6-bifosfato e ajustada pelas taxas relativas de sua for- 
magao e degradagao (Figura 15-19a). Ela se forma pela 
fosforilagao da frutose-6-fosfato, catalisada pela fosfofru- 
tocinase-2 (PFK-2) e e degradada pela frutose-2,6-bi- 
fosfatase (FBPase-2). (Observe que essas enzimas sao 
distintas da PFK-1 e a FBPase-1, que catalisam, respecti- 
vamente, a sintese e a degradagao da frutose-l,6-bifosfato. 
PFK-2 e FBPase-2 sao duas atividades enzimaticas separa- 
das de uma unica protelna bifuncional. 0 equillbrio dessas 
duas atividades no flgado, que determina o nlvel celular da 
frutose-2,6-bifosfato, e regulado pelo glucagon e pela insu¬ 
lina (Figura 15-19b). 

Conforme visto no Capltulo 12 (p. 446), o glucagon esti- 
mula a adenilil-ciclase do flgado a sintetizar 3',5'-AMP clcli- 
co (cAMP) a partir de ATP 0 AMP clclico ativa a protelna- 
-cinase dependente de cAMP, a qual transfere um grupo 
fosforil do ATP para a protelna bifuncional PFK-2/FBPa- 
se-2. A fosforilagao desta protelna aumenta sua atividade de 
FBPase-2 e inibe a atividade de PFK-2. Dessa forma, o glu¬ 
cagon reduz o nlvel celular de frutose-2,6-bifosfato, inibin- 
do a glicolise e estimulando a gliconeogenese. A produgao 
de mais glicose permite ao flgado repor a glicose sangulnea 
em resposta ao glucagon. A insulina tern o efeito oposto, 
estimulando a atividade de uma fosfoprotelna-fosfatase que 
catalisa a remogao do grupo fosforil da protelna bifuncional 
PFK-2/FBPase-2, ativando sua atividade de PFK-2, aumen- 
tando o nlvel de frutose-2,6-bifosfato, estimulando a glicoli¬ 
se e inibindo a gliconeogenese. 


A xilulose-5-fosfato e um regulador-chave do 
metabolismo dos carboidratos e das gorduras 

Outro mecanismo regulador atua tambem por meio do con- 
trole do nlvel de frutose-2,6-bifosfato. No flgado de maml- 
feros, a xilulose-5-fosfato (p. 577), um produto da via das 
pentoses-fosfato (via das hexoses-monofosfato), controla o 
aumento da glicolise que se segue a ingestao de uma refei- 
gao rica em carboidratos. A concentragao da xilulose-5-fos- 
fato aumenta a medida que a glicose que entra no flgado e 
convertida em glicose-6-fosfato e entra tanto na via glicoll- 
tica como na das pentoses-fosfato. A xilulose-5-fosfato ativa 
a fosfoprotelna-fosfatase 2A (PP2A; Figura 15-20), a qual 
desfosforila a enzima bifuncional PFK-2/FBPase-2 (Figura 
15-19). A desfosforilagao ativa a PFK-2 e inibe a FBPase-2, 
e o aumento na concentragao da frutose-2,6-bifosfato esti- 
mula a glicolise e inibe a gliconeogenese. A glicolise aumen- 
tada impulsiona a produgao de acetil-CoA, enquanto o fluxo 
aumentado de hexoses pela via das pentoses-fosfato gera 
NADPH. Acetil-CoA e NADPH sao os materials de partida 
para a sintese de acidos graxos e que, sabe-se de longa data, 
aumentam drasticamente em resposta a ingestao de uma 
refeigao rica em carboidratos. A xilulose-5-fosfato tambem 
aumenta a sintese de todas as enzimas necessarias na sin¬ 
tese de acidos graxos, satisfazendo a predigao a partir da 
analise do controle metabolico. Esse efeito sera esmiugado 
na discussao sobre a integragao do metabolismo de carboi¬ 
dratos e gorduras no Capltulo 23. 

A enzima glicolitica piruvato-cinase e inibida 
alostericamenteporATP 

Nos vertebrados sao encontradas pelo menos tres isoenzi- 
mas da piruvato-cinase, que diferem na sua distribuigao te- 
cidual e nas suas respostas aos moduladores. Altas concen- 
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(a) 


FIGURA 15-20 Estrutura e a^ao da fosfoprotema-fosfatase 2A 
(PP2A). (a) A subunidade catalitica tern dois ions no seu sitio ativo, 
posicionados proximos a superficie de reconhecimento do substrate forma- 
da pela interface entre a subunidade catalitica e a reguladora (PDB ID 2NPP). 
A microcistina-LR, mostrada aqui em vermelho, e urn inibidor especifico de 
PP2A. A subunidade catalitica e a reguladora repousam em urn suporte (a 
subunidade A) que as posiciona uma em relaqao a outra e forma o sitio de 
reconhecimento do substrate, (b) A PP2A reconhece varias proteinas-alvo, e 
sua especificidade e proporcionada pela subunidade reguladora. As varias 
subunidades reguladoras se encaixam no suporte que contem a subunidade 
catalitica, e cada subunidade reguladora cria seu sitio exclusivo de ligaqao 
ao substrate. 


Subunidade catalitica Suporte/subunidade A 



(b) 


tragoes de ATP, acetil-CoA e acidos graxos de cadeia longa 
(sinais de suprimento abundante de energia) inibem alos- 
tericamente todas as isoenzimas da pimvato-cinase (Figu- 
ra 15-21). A isoenzima do figado (forma L), mas nao a do 
musculo (forma M), esta sujeita a regulagao adicional por 
fosforilagao. Quando a redugao da glicose sangumea cau- 



. 



Todos os tecidos glicoh'ticos, incluindo o figado 


Piruvato- 

-cinase 

L/M 


ADP 


F16BP - 

6 etapas 
PEP 

^i8i- 


ATP' 


*<^ 0 * -, 


ATP, acetil-CoA, 
acidos graxos de 
cadeia longa 


Piruvato 

transamina^ao 
Alanina- 


FIGURA 15-21 Regula^ao da piruvato-cinase. A enzima e inibida alos- 
tericamente por ATP, acetil-CoA e acidos graxos de cadeia longa (sinais de 
urn suprimento abundante de energia), e o acumulo de frutose-1,6-bifosfato 
desencadeia sua ativaqao. 0 acumulo de alanina, que e sintetizada a partir 
do piruvato em uma unica etapa, inibe alostericamente a piruvato-cinase, 
reduzindo a velocidade de produqao de piruvato na glicolise. A isoenzima 
do figado (forma L) tambem e regulada hormonalmente. 0 glucagon ativa 


a proteina-cinase dependente de AMP ciclico (PKA; ver Figura 15-37), que 
fosforila a isoenzima L da piruvato-cinase, inativando-a. Quando os niveis de 
glucagon diminuem, uma proteina-fosfatase (PP) desfosforila a piruvato-ci¬ 
nase, ativando-a. Este mecanismo impede que o figado degrade glicose pela 
glicolise quando a glicose sanguinea estiver baixa; em vez disso, o figado 
exporta glicose. A isoenzima do musculo (forma M) nao e afetada por esse 
mecanismo de fosforilaqao. 
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sa a liberagao de glucagon, a protema-cinase dependente 
de cAMP fosforila a isoenzima L, inativando-a. Isso causa 
uma redugao no uso da glicose como combustivel no figado, 
poupando-a para exporta-la para o cerebro e outros orgaos. 
No musculo, o efeito do aumento da [cAMP] e bem diferen- 
te. Em resposta a adrenalina, o cAMP ativa a degradagao do 
glicogenio e a glicolise e fornece o combustivel necessario 
para a resposta de luta ou fuga. 

A conversao gliconeogenica do piruvato a 
fosfoenolpiruvato esta sob multiplos tipos de regula^o 

Na via de piruvato a glicose, o primeiro ponto de controle 
determina o destine do piruvato na mitocondria: sua con¬ 
versao em acetil-CoA (pelo complexo da piruvato-desidro- 
genase) para suprir o ciclo do acido citrico (Capitulo 16) 
ou em oxaloacetato (pela piruvato-carboxilase) para iniciar 
o processo de gliconeogenese (Figura 15-22). Quando os 
acidos graxos estao disponiveis como combustiveis, sua de¬ 
gradagao nas mitocondrias do figado gera acetil-CoA, sinal 
de que nao e necessaria oxidagao adicional de glicose para 
combustivel. A acetil-CoA e um modulador alosterico po¬ 
sitive da piruvato-carboxilase e negative da piruvato-desi- 
drogenase, per meio de uma proteina-cinase que inativa a 
desidrogenase. Quando as necessidades energeticas da ce- 


Glicose 


■«) 

( 8 ) 


Gliconeogenese 


Oxaloacetato 


piruvato- 

-carboxilase 


Piruvato 


complexo 

piruvato- 

-desidrogenase 




CO, 


Acetil-CoA 


Ciclo do acido citrico 


Energia 

FIGURA 15-22 Dois destines alternatives para e piruvate. 0 piruvato 
pode ser convertido em glicose e glicogenio via gliconeogenese, ou oxidado 
a acetil-CoA para a produpao de energia. A primeira enzima de cada via e 
regulada alostericamente; a acetil-CoA, produzida tanto pela oxidagao dos 
acidos graxos como pelo complexo da piruvato-desidrogenase, estimula a 
piruvato-carboxilase e inibe a piruvato-desidrogenase. 


lula estao satisfeitas, a fosforilagao oxidativa e reduzida, a 
concentragao de NADH aumenta em relagao a de NAD^ e 
inibe o ciclo do acido citrico, e a acetil-CoA se acumula. A 
concentragao aumentada da acetil-CoA inibe o complexo da 
piruvato-desidrogenase, diminuindo a formagao de acetil- 
-CoA a partir de piruvato, e estimula a gliconeogenese pela 
ativagao da piruvato-carboxilase, permitindo a conversao 
do excesso de piruvato em oxaloacetato (e no final, em gli¬ 
cose). 

0 oxaloacetato assim formado e convertido em fosfo¬ 
enolpiruvato (PEP) na reagao catalisada pela PEP-carbo- 
xicinase (Figura 15-13). Nos mamiferos, a regulagao dessa 
enzima-chave ocorre principalmente no nivel de sua sintese 
e degradagao, em resposta a sinais hormonais e dieteticos. 
0 jejum ou niveis elevados de glucagon agem por meio do 
cAMP para aumentar a taxa de transcrigao e estabilizar o 
mRNA. A insulina e a glicose sanguinea alta tern efeitos 
opostos. Discute-se adiante a regulagao transcricional com 
mais detalhes. Essas mudangas, geralmente desencadeadas 
por um sinal de fora da celula (dieta, hormonios), aconte- 
cem em escala de tempo de minutes ou boras. 

A regula^o transcricional da glicolise e da 
gliconeogenese altera o numero de molkulas 
dasenzimas 

A maioria das agoes reguladoras discutidas ate agora e me- 
diada por mecanismos rapidos e reversiveis: efeitos alos- 
tericos, alteragoes covalentes (fosforilagao) da enzima, ou 
ligagao a uma proteina reguladora. Outro conjunto de pro¬ 
cesses reguladores envolve alteragoes no numero de mo- 
leculas de uma enzima na celula por meio de mudangas no 
equilibrio entre sintese e degradagao da enzima, e a discus- 
sao a seguir vai tratar da regulagao da transcrigao por meio 
de fatores de transcrigao ativados por sinais. 

No Capitulo 12 encontram-se receptores nucleares e fa- 
tores de transcrigao no contexto da sinalizagao por insulina. 
Esse hormonio age por meio de seu receptor na membrana 
plasmatica para ativar pelo menos duas vias de sinalizagao 
distintas, cada uma envolvendo a ativagao de uma proteina- 
-cinase. A MAP-cinase ERK, por exemplo, fosforila os fato¬ 
res de transcrigao SRF e Elkl (ver Figura 12-15), os quais 
estimulam a sintese de enzimas necessarias para o cresci- 
mento e a divisao celular. A proteina-cinase B (PKB, tam- 
bem chamada de Akt) fosforila outro conjunto de fatores 
de transcrigao (p. ex., PDXl), que estimulam a sintese de 
enzimas que metabolizam carboidratos e as gorduras que se 
formam e sao armazenadas em consequencia de um exces¬ 
so de ingestao de carboidratos. Nas celulas (5 pancreaticas, 
a PDXl tambem estimula a sintese da propria insulina. 

Mais de 150 genes sao regulados pela insulina; os hu- 
manos tern, pelo menos, sete tipos gerais de elementos de 
resposta a insulina, cada um deles reconhecido por um 
subconjunto de fatores de transcrigao ativados pela insu¬ 
lina sob condigoes variadas. A insulina estimula a trans¬ 
crigao dos genes que codificam as hexocinases II e IV, a 
PFK-1, a piruvato-cinase e a PFK-2/FBPase-2 (todas en- 
voMdas na glicolise e na sua regulagao); varias enzimas da 
sintese dos acidos graxos; a glicose-6-fosfato-desidrogena- 
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TABELA15-5 


Alguns dos genes regulados pela insulina 


Altera^ao na expressao genica 

Via 

Expressao aumentada 

Hexocinase 11 

Glicolise 

Hexocinase IV 

Glicolise 

Fosfofrutocinase I (PFK-1) 

Glicolise 

Piruvato-cinase 

Glicolise 

PFK-2/FBPase-2 

Regulagao da glicolise/gliconeogenese 

Glicose-6-fosfato-desidrogenase 

Via das pentoses-fosfato (NAPDH) 

6 -Fosfogliconato-desidrogenase 

Via das pentoses-fosfato (NAPDH) 

Piruvato-desidrogenase 

Sintese dos acidos graxos 

Acetil-CoA-carboxilase 

Sintese dos acidos graxos 

Enzima malica 

Sintese dos acidos graxos (NADPH) 

ATP-citrato-liase 

Sintese dos acidos graxos (fornece acetil-CoA) 

Complexo sintase de acidos graxos 

Sintese dos acidos graxos 

Estearoil-CoA-desidrogenase 

Insaturagao dos acidos graxos 

Acil-CoA-glicerol-transferases 

Sintese de triacilglicerol 

Expressao reduzida 

PEP-carboxicinase 

Gliconeogenese 

Glicose-6-fosfatase (subunidade catalitica) 

Glicose liberada para o sangue 


se e a 6-fosfogliconato-desidrogenase, que sao enzimas da 
via das pentoses-fosfato que geram o NADPH requerido 
para a sintese dos acidos graxos. A insulina tambem re- 
duz a expressao dos genes que codificam duas enzimas da 
gliconeogenese: PEP-carboxicinase e glicose-6-fosfatase 
(Tabela 15-5). 

Um fator de transcrigao importante para o metabolis- 
mo dos carboidratos e a ChREBP (protema de ligagao 
ao elemento de resposta aos carboidratos, de Car¬ 
bohydrate Response Element Binding Protein\ Figura 
15-23), expressada principalmente no figado, no tecido 
adiposo e no rim. Ela serve para coordenar a sintese das 
enzimas necessarias na sintese dos carboidratos e das gor- 
duras. ChREBP, no seu estado inativo, e fosforilada e se 
localiza no citosol. Quando a fosfoproteina-fosfatase PP2A 
(Figura 15-20) remove o grupo fosforil do ChREBP, o fator 
de transcrigao pode entrar no nucleo. Ali, uma PP2A nu¬ 
clear remove outro grupo fosforil, e o fator se liga a uma 
proteina. Mix, ativando a sintese de varias enzimas: piru- 
vato-cinase, acido graxo-sintase e acetil-CoA-carboxilase, a 
primeira enzima da via de sintese dos acidos graxos. 


FIGURA 15-23 Mecanismode regula^aogenica pelo fator detranscri- 
^ao ChREBP. Quando um fator ChREBP e fosforilado em um residuo de Ser 
e um deThr, no citosol de um hepatocito, ele nao pode entrar no nucleo. A 
desfosforilapao de ®-Ser pela proteina-fosfatase PP2A permite que ChREBP 
entre no nucleo, onde uma segunda desfosforilapao, de (^-Thr, ativa o fator, 
de forma que ele consiga se associar com a proteina Mix. ChPEBP-MIx se liga 
agora ao elemento de resposta aos carboidratos (ChoRE) no promotor e es- 
timula a transcrigao. PP2A e ativada alostericamente pela xilulose-5-fosfato, 
um intermediario da via das pentoses-fosfato. 
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A xilulose-5-fosfato que controla a atividade da PP2A 
- e, assim, forma basicamente a smtese desse grupo de 
enzimas metabolicas - e um intermediario da via das pen- 
toses-fosfato (Figura 14-23). Quando a concentragao da 
glicose no sangue esta alta, ela entra no figado e e fosfori- 
lada pela hexocinase IV. A glicose-6-fosfato assim formada 
pode entrar on na via glicolitica on na via das pentoses- 
-fosfato. Nesta ultima, duas oxidagoes iniciais produzem 
a xilulose-5-fosfato, a qual serve como um sinal de que as 
vias de utilizagao da glicose estao bem supridas de subs¬ 
trate. Isso e obtido pela ativagao alosterica da PP2A, a qual 
desfosforila a ChREBP, permitindo ao fator de transcrigao 
a ativagao de genes das enzimas da glicolise e da smtese 
de gorduras (Figura 15-23). A glicolise gera piruvato, e a 
conversao do piruvato em acetil-CoA fornece o material de 
partida para a smtese dos acidos graxos: a acetil-CoA-car- 
boxilase converte acetil-CoA em malonil-CoA, o primei- 
ro intermediario comprometido com a via de smtese dos 
acidos graxos. 0 complexo da acido graxo-sintase produz 
acidos graxos que sao exportados para o tecido adipose 
e armazenados na forma de triacilglicerois (Capitulo 21). 
Dessa maneira, o excesso de carboidrato da dieta e arma- 
zenado como gordura. 

Outro fator de transcrigao no figado, SREBP-lc, mem- 
bro da familia das protemas de ligagao ao elemento re- 
gulador dos esterois (SREBP, de Sterol Regulatory Ele¬ 
ment Binding Protein) (ver Figura 21-44), ativa a smtese 
da piruvato-cinase, hexocinase IV, lipase lipoproteica, ace- 
til-CoA-carboxilase, e do complexo da acido graxo-sintase 
que converte a acetil-CoA (produzida a partir do piruvato) 
em acidos graxos para o armazenamento nos adipocitos. A 
smtese da SREBP-lc e estimulada pela insulina e inibida 
pelo glucagon. A SREBP-lc tambem reprime a expressao 
de varias enzimas gliconeogenicas: glicose-6-fosfatase, 
PEP-carboxicinase e FBPase-1. 

0 fator de transcrigao CREB (protema de ligagao 
ao elemento de resposta ao cAMP, de Cyclic AMP 
Response Element Binding protein') ativa a smtese da 
glicose-6-fosfatase e da PEP-carboxicinase em resposta 
ao aumento da [cAMP] desencadeado pelo glucagon. Em 
contrapartida, a inativagdo de outros fatores de trans¬ 
crigao estimulada pela insulina inibe a smtese de varias 
enzimas gliconeogenicas no figado: PEP-carboxicinase, 
frutose-l,6-bifosfatase, transportador da glicose-6-fosfato 
do reticulo endoplasmatico e a glicose-6-fosfatase. Por 
exemplo, FOXOl (de forkhead box other) estimula a 
sintese das enzimas gliconeogenicas e reprime a sintese 
das enzimas da glicolise, da via das pentoses-fosfato e da 
sintese dos triacilglicerois (Figura 15-24). Na sua forma 
nao fosforilada, FOXOl age como um fator de transcrigao 
nuclear. Em resposta a insulina, esse fator deixa o nucleo 
e, no citosol, e fosforilado pela PKB, sendo marcado com 
ubiquitina e degradado no proteassomo. 0 glucagon im¬ 
pede a fosforilagao pela PKB, e FOXOl permanece ativo 
no nucleo. 

Embora os processos descritos anteriormente paregam 
complicados, a regulagao dos genes que codificam as enzi¬ 
mas do metabolismo dos carboidratos e das gorduras vem 



^ Glicose-6-fosfatase 
(^X(^ mRNA 

dna 

FIGURA 15-24 Mecanismo de regulagao genica pelo fator detranscri- 
^ao FOXOl . A insulina ativa a cascata de sinalizagao mostrada na Figura 12- 
16, levando a ativagao da proteina-cinase B (PKB). FOXOl e fosforilado pela 
PKB no citosol, e o fator fosforilado e marcado, pela adigao de ubiquitinas, 
para degradagao no proteassomo. 0 FOXOl que permanece nao fosforilado 
ou que e desfosforilado, entra no nucleo, se liga a um elemento de resposta, 
e desencadeia a transcrigao dos genes associados. Por isso a insulina tern o 
efeito de"desligar"a expressao destes genes, os quais incluem a PEP-carboxi¬ 
cinase e a glicose-6-fosfatase. 


a ser muito mais complexa e aprimorada do que aparece 
aqui. Multiplos fatores de transcrigao podem agir sobre um 
mesmo promotor; multiplas proteinas-cinases e fosfatases 
podem ativar ou inativar estes fatores; e uma grande va- 
riedade de fatores acessorios proteicos modula a atividade 
dos fatores de transcrigao. Essa complexidade pode ser 
evidenciada, por exemplo, no gene que codifica a PEP- 
-carboxicinase, um caso de controle transcricional muito 
bem estudado. Sua regiao promotora (Figura 15-25) tern 
mais de 15 elementos de resposta que sao reconhecidos 
por, pelo menos, uma duzia de fatores de transcrigao co- 
nhecidos, e com provavelmente mais a serem descobertos. 
Os fatores de transcrigao agem em associagao sobre esta 
regiao promotora, e em centenas de outros promotores, 
para regular de forma mais exata os niveis de centenas de 
enzimas metabolicas, coordenando suas atividades no me¬ 
tabolismo dos carboidratos e das gorduras. A importancia 
crucial dos fatores de transcrigao na regulagao metaboli- 
ca se torna clara pela observagao dos efeitos de mutagoes 
nesses genes. Por exemplo, pelo menos cinco tipos dife- 
rentes de diabetes juvenil iniciado na maturidade (MODY, 
de Maturity-Onset Diabetes of the Young) sao associa¬ 
dos com mutagoes em fatores de transcrigao especificos 
(Quadro 15-3). 
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HNF-4a 
COUP-TF 
SREBP-1 RAR 


Fos/Jun ATF3 CREB C/EBP 


PPAR72 



Fatores de transcrigao 

F0X01 

forkhead box other 7 

PPAR 72 

receptor y2 ativado por proliferador de peroxissomo 

HNF-SjS 

fator 3jS nuclear hepatico 

SREBP-1 

protema 1 de ligagao ao elemento de resposta aos esterois 

HNF-4a 

fator 4 q: nuclear hepatico 

COUP-TF 

fator de transcrigao-promotor a montante da ovoalbumina 
de galinha 

RAR 

receptor do acido retinoico 

GR 

receptor de glicocorticoide 

T 3 R 

receptor do hormonio tireoideo 

C/EBP 

CAAT/protema de ligagao intensificadora 

HNF-1 

fator nuclear hepatico -1 

NF1 

fator nuclear 1 

ATF3 

fator ativador de transcrigao 3 

CREB 

protema de ligagao ao elemento de resposta ao cAMP 

NFkB 

fator nuclear kB 

TBP 

protema de ligagao a TATA-fc»ox 

TFIIH 

fator de transcrigao IIH 


Elementos de resposta e sitios 
reguladores de liga^ao no promotor 

dAF2 fator 2 acessorio distal 

dAFI fator 1 acessorio distal 

SRE elemento regulador de esterois 

AF1 fator 1 acessorio 

AF2 fator 2 acessorio 

GRE elemento regulador de glicocorticoides 

TRE elemento regulador do hormonio tireoideo 

CRE elemento regulador de cAMP 


TFIIH 


FIGURA 15-25 A regiao promotora do gene da PEP-carboxicinase, 
mostrando a complexidade da regula^ao deste gene. Este diagrama 
mostra os fatores de transcrigao (os icones menores, ligados ao DNA) relacio- 
nados com a regulagao da transcrigao do gene da PEP-carboxicinase. 0 nivel 
de expressao deste gene depende de sinais combinados que afetam todos 
estes fatores, que podem refletir a disponibilidade de nutrientes, o nivel de 


glicose sanguinea, e outras circunstancias que afetam a necessidade da ce- 
lula por esta enzima em um periodo em particular. PI, P2, P3I, P3II e P4 sao 
sitios de ligagao a proteinas, identificados por footprinting com DNase I (ver 
Quadro 26-1). ATATA-doxe o ponto de montagem do complexo de transcri- 
gao da RNA-polimerase II (Pol II). 
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MEDICINA 


Mutates geneticas que originam formas raras de diabetes 


0 termo “diabetes” descreve grande variedade de condi- 
goes clmicas que tern em comum a produgao excessiva 
de urina. 0 Quadro 11-2 descreve o diabetes insipido, no 
qual a reabsorgao defectiva de agua pelos rins e resul- 
tado de uma mutagao no gene da aquaporina. “Diabetes 
melito” se refere especificamente a doenga na qual a me- 
tabolizagao da glicose esta comprometida, seja devido a 
incapacidade do pancreas de produzir insulina on a resis- 
tencia dos tecidos a agao da insulina. 

Existem dois tipos comuns de diabetes melito. 0 tipo 
1, tambem chamado de diabetes melito dependente de 
insulina (IDDM, de insulin-dependent diabetes melli- 
tus\ e causado por um ataque autoimune as celulas /3 
pancreaticas produtoras de insulina. As pessoas com 
IDDM devem usar insulina injetavel on por inalagao para 
compensar a perda das celulas j8. 0 IDDM se desenvolve 
na infancia on na adolescencia; um nome mais antigo da 
doenga e diabetes juvenil. 0 tipo 2, tambem chamado de 
diabetes melito nao dependente de insulina (NIDDM, de 
non-insulin-dependent diabetes mellitus'), se desen¬ 


volve em adultos com mais de 40 anos. E muito mais co¬ 
mum do que o IDDM, e sua ocorrencia na populagao esta 
fortemente relacionada com a obesidade. A atual epi- 
demia de obesidade nos paises mais desenvoMdos traz 
com ela o pressagio de uma epidemia de NIDDM, propor- 
cionando um forte incentive para o estudo das relagoes 
entre a obesidade e o desencadeamento do NIDDM nos 
niveis genetico e bioquimico. Apos completar o exame 
do metabolismo das gorduras e das proteinas nos ultimos 
capitulos, o Capitulo 23 retoma a discussao do diabetes, 
que tern um ample efeito no metabolismo dos carboidra- 
tos, das gorduras e das proteinas. 

Aqui sera estudado outro tipo de diabetes no qual o 
metabolismo dos carboidratos e das gorduras esta altera- 
do: diabetes juvenil com inicio na maturidade (MODY), 
no qual uma mutagao genetica afeta um fator de trans- 
crigao importante na transmissao do sinal da insulina 
para o nucleo, ou afeta uma enzima que responde a in- 

(Continua na proxima pdgina) 
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Mutates geneticas que originam formas raras de diabetes [Continua0o) 


sulina. No MODY2, uma mutagao no gene da hexocinase 
IV (glicocinase) afeta o figado e o pancreas, orgaos nos 
quais esta e a principal isoforma da hexocinase. A glico¬ 
cinase das celulas /3 pancreaticas funciona como sensor 
de glicose. Normalmente, quando a glicose sanguinea 
aumenta, aumentam tambem sens niveis nas celulas /3, 
sendo que, uma vez que a glicocinase tern um relati- 
vamente alto para a glicose, sua atividade aumenta com 
a elevagao dos niveis de glicose no sangue. 0 metabo- 
lismo da glicose-6-fosfato formada nessa reagao eleva o 
nivel de ATP nas celulas /3, e isso causa a liberagao de 
insulina pelo mecanismo mostrado na Figura 23-27. Em 
pessoas sadias, a concentragao sanguinea de glicose de 
~5 mM causa essa liberagao do hormonio, mas pessoas 
com mutagoes inativantes em ambas as copias do gene 
da glicocinase tern limiares muito altos para a liberagao 
da insulina, e em consequencia apresentam hipergli- 
cemia severa desde o nascimento - diabetes neonatal 
permanente. Em pessoas com uma copia mutada e uma 
normal, o limiar de glicose para a liberagao da insulina 
se eleva para cerca de 7 mM. Essas pessoas tern niveis 


de glicose sanguinea ligeiramente acima do normal: elas 
geralmente tern hiperglicemia leve e nao apresentam 
outros sintomas. Essa condigao (MODY2) geralmente e 
descoberta por acaso durante analise rotineira de glicose 
sanguinea. 

Existem pelo menos outros cinco tipos de MODY, 
cada um deles como resultado de mutagoes inativantes 
em algum dos fatores de transcrigao essenciais para o 
desenvolvimento normal e a fungao das celulas j8 pan¬ 
creaticas. As pessoas com essas mutagoes apresentam 
redugao na produgao de insulina e os defeitos associados 
a homeostasia da glicose sanguinea em graus variados. 
Em MODYl e MODY3, os defeitos sao suficientemente 
graves para produzir as complicagoes de longo prazo as- 
sociadas com IDDM e NIDDM - problemas cardiovascula- 
res, insuficiencia renal e cegueira. MODY4, 5 e 6 sao for¬ 
mas menos graves da doenga. Em conjunto, as doengas 
MODY representam uma pequena porcentagem de cases 
de NIDDM. Pessoas com mutagoes no proprio gene da 
insulina tambem sao cases muito raros; elas apresentam 
defeitos de gravidade variada na sinalizagao da insulina. 


RESUM015.3 Regula^ao coordenada da glicolise e da 
gliconeogenese 

► A gliconeogenese e a glicolise compartilham sete enzi- 
mas que catalisam as reagoes livremente reversiveis das 
vias. Nas outras tres etapas, a reagao direta e a inversa 
sao catalisadas por enzimas diferentes, e esses sao os 
pontos de regulagao das duas vias. 

► A hexocinase IV (glicocinase) tern propriedades cine- 
ticas relacionadas com seu papel especial no figado: li- 
berar glicose para o sangue quando a glicose sanguinea 
esta baixa, alem de captar e metabolizar a glicose quan¬ 
do ela estiver alta no sangue. 

► A PFK-1 e inibida alostericamente por ATP e citrato. Na 
maioria dos tecidos dos mamiferos, incluindo o figado, 
a frutose-2,6-bifosfato e um ativador alosterico dessa 
enzima. 

► A piruvato-cinase e inibida alostericamente por ATP, e 
a isoenzima do figado tambem e inibida por fosforilagao 
dependente de cAMP. 

► A gliconeogenese e regulada no nivel da piruvato-carbo- 
xilase (ativada por acetil-CoA) e da FBPase-1 (inibida 
por frutose-2,6-bifosfato e AMP). 

► Para limitar a alternancia de substrate entre a glicoli¬ 
se e a gliconeogenese, as duas vias estao sob controle 
alosterico reciproco, obtido principalmente pelos efei- 
tos opostos da frutose-2,6-bifosfato sobre a PFK-1 e a 
FBPase-1. 

► 0 glucagon ou a adrenalina reduzem a [frutose-2,6-bi- 
fosfato] pela elevagao da [cAMP] e promogao da fosfo¬ 
rilagao da enzima bifuncional PFK-2/FBPase-2. A insu¬ 
lina aumenta a [frutose-2,6-bifosfato] pela ativagao da 


fosfoproteina-fosfatase que desfosforila e assim ativa a 
PFK-2. 

► A xilulose-5-fosfato, um intermediario da via das pen- 
toses-fosfato, ativa a fosfoproteina-fosfatase PP2A, que 
desfosforila varias proteinas-alvo, incluindo PFK-2/ 
FBPase-2, deslocando o equilibrio no sentido da capta- 
gao de glicose, sintese de glicogenio e sintese de lipi- 
deos no figado. 

► Os fatores de transcrigao ChREBP, CREB, SREBP e 
FOXOl agem no nucleo, na regulagao da expressao de 
genes especificos que codificam enzimas das vias glico- 
litica e gliconeogenica. A insulina e o glucagon atuam 
antagonicamente na ativagao desses fatores, ligando e 
desligando, dessa forma, um grande numero de genes. 

15.4 Metabolismo do glicogenio nos animais 

A presente discussao sobre a regulagao metabolica, usando 
o metabolismo dos carboidratos como principal exemplo, 
aborda agora a sintese e a degradagao do glicogenio. Esta 
segao focaliza as vias metabolicas; a Segao 15.5 aborda os 
mecanismos reguladores. 

Nos organismos, desde as bacterias ate as plantas e os 
vertebrados, o excesso de glicose e convertido em formas 
polimericas de armazenamento - glicogenio nos vertebra¬ 
dos e em muitos microrganismos, amido nas plantas. Nos 
vertebrados, o glicogenio e encontrado principalmente no 
figado e no musculo esqueletico, podendo representar ate 
10% do peso do figado e 1 a 2% do peso do musculo. Se 
toda essa glicose fosse dissolvida no citosol de um hepatoci- 
to, sua concentragao seria de cerca de 0,4 m, suficiente para 
influenciar nas propriedades osmoticas da celula. Quando 
armazenada na forma de um grande polimero (glicogenio), 
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FIGURA15-26 Granules de glicogenio em um hepatocito. Oglicoge- 
nio, a forma de armazenamento de carboidratos, aparece como particulas 
eletrodensas, geralmente na forma de agregados ou rosetas. Nos hepato- 
citos, o glicogenio esta intimamente associado com os tubulos do reticu- 
lo endoplasmatico liso. Muitas mitocondrias tambem sao evidentes nesta 
micrografia. 


contudo, a mesma massa de glicose tern uma concentragao 
de apenas 0,01 ijlm. 0 glicogenio e armazenado em grandes 
granulos citosdlicos. A particula basica do glicogenio, a par- 
ticula j8, tern urn diametro de cerca de 21 nm e consiste em 
55.000 residues de glicose com cerca de 2.000 extremidades 
nao redutoras. De 20 a 40 dessas particulas se agrupam para 
formar as rosetas a, facilmente visiveis ao microscopio em 
amostras de tecidos de animals bem alimentados (Figura 
15-26), mas que desaparecem apds um jejum de 24 boras. 

0 glicogenio do musculo fornece uma fonte de ener- 
gia rapida para o metabolismo aerobio e anaerobio. 0 gli¬ 
cogenio muscular pode ser gasto em menos de uma bora 
durante atividade intensa. 0 glicogenio bepatico serve 
como um reservatorio de glicose para os outros tecidos 


quando nao ba glicose disponivel (entre as refeigoes ou 
no jejum); isto e especialmente importante para os neuro- 
nios do cerebro, que nao podem usar acidos graxos como 
combustivel. 0 glicogenio do figado pode ser exaurido de 
12 a 24 boras. Nos bumanos, a quantidade total de energia 
armazenada na forma de glicogenio e muito menor do que 
a quantidade armazenada como gordura (triacilglicerol) 
(ver Tabela 23-5), mas as gorduras, nos mamiferos, nao 
podem ser convertidas em glicose e nao podem ser meta- 
bolizadas anaerobiamente. 

Os granulos de glicogenio sao agregados complexos de 
glicogenio mais as enzimas que os sintetizam e os degradam, 
assim como a maquinaria de regulagao dessas enzimas. Os 
mecanismos gerais de armazenamento e mobilizagao do 
glicogenio sao os mesmos no musculo e no figado, mas as 
enzimas diferem em aspectos sutis, mas importantes, que 
refletem os papeis diferentes do glicogenio nesses dois teci¬ 
dos. 0 glicogenio tambem e obtido da dieta e degradado no 
intestino, e isso envolve um conjunto separado de enzimas 
bidroliticas que convertem glicogenio em glicose livre. (0 
amido da dieta e bidrolisado de forma semelbante.) A pre¬ 
sente discussao se inicia com a degradagao do glicogenio 
em glicose-1-fosfato (glicogenolise) e em seguida aborda 
a sua sintese (glicogenese). 

A degradagao do glicogenio e catalisada pela 
glicogenio-fosforilase 

No musculo esqueletico e no figado, as unidades de glico¬ 
se das ramificagoes externas do glicogenio entram na via 
glicolitica pela agao de tres enzimas: glicogenio-fosforilase, 
enzima de desramificagao do glicogenio e fosfoglicomutase. 
A glicogenio-fosforilase catalisa a reagao na qual uma liga- 
gao glicosidica (a 1^4) entre dois residuos de glicose em 
uma extremidade nao redutora do glicogenio e atacada por 
um fosfato inorganico (P^), removendo o residuo terminal 
na forma de a-D-glicose-1-fosfato (Figura 15-27). Essa 
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FIGURA 15-27 Remo^ao, pela glicogenio- 
-fosforilase, de um residuo de glicose da 
extremidade nao redutora de uma cadeia de 
glicogenio. Este processo e repetitivo; a enzima 
remove sucessivos residuos de glicose ate que 
alcance a quarta unidade de glicose antes de um 
ponto de ramificaqao (ver Figura 15-28). 


6CH2OH 
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Glicogenio com um 
residuo de glicose a menos 
(glicose)n_i 















614 DAVID L. NELSON & MICHAEL M. COX 


reagao defosforolise e diferente da hidrolise das ligagoes 
glicosidicas pela amilase durante a degradagao intestinal 
do glicogenio e do amido da dieta. Na fosforolise, parte da 
energia da ligagao glicosidica e preservada pela formagao 
do ester de fosfato, glicose-l-fosfato (ver Segao 14.2). 

0 piridoxal-fosfato e um cofator essencial na reagao da 
glicogenio-fosforilase; sen grupo fosfato atua como catalisa- 
dor acido geral, promovendo o ataque pelo sobre a liga¬ 
gao glicosidica. (Esse papel do piridoxal-fosfato e incomum; 
sen papel mais caracterlstico e o de cofator no metabolismo 
dos aminoacidos; ver Figura 18-6.) 

A glicogenio-fosforilase age repetidamente sobre as ex- 
tremidades nao redutoras das ramificagoes do glicogenio 
ate que alcance um ponto a quatro residues de glicose de 
um ponto de ramificagao (a 1^6) (ver Figura 7-13), onde 
interrompe sua agao. A degradagao pela glicogenio-fosfo¬ 
rilase continua somente depois que a enzima de desra- 
mificagao, conhecida formalmente como oligo (al^6) a 
(a 1^4) glican-transferase, catalisa duas reagoes suces- 
sivas que removem as ramificagoes (Figura 15-28). Logo 
que as ramificagoes sao removidas e o residue glicosil na 
posigao C-6 e hidrolisado, a atividade da glicogenio-fosfori¬ 
lase pode continuar. 

A glicose-1-fosfato pode entrar na glicolise ou, no 
fi'gado, repor a glicose sangui'nea 

A glicose-1-fosfato, o produto final da reagao da glicogenio- 
-fosforilase, e convertida em glicose-6-fosfato pela fosfo- 
glicomutase, que catalisa a reagao reverslvel 

Glicose-l-fosfato glicose-6-fosfato 

A enzima, inicialmente fosforilada em um residue de Ser, 
doa um grupo fosforil ao C-6 do substrate e aceita um grupo 
fosforil do C-1 (Figura 15-29). 

A glicose-6-fosfato formada no musculo esqueletico a 
partir do glicogenio pode entrar na glicolise e serve como 
fonte de energia para a contragao muscular. No flgado, a de¬ 
gradagao do glicogenio serve a um proposito diferente: libe- 
rar glicose para o sangue quando o nlvel de glicose sangul- 
nea diminui, como acontece entre as refeigoes. Isso requer 
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Polinnero {a 1^4) nao ramificado; 
substrato para nova 
a^ao da fosforilase 

FIGURA 15-28 Degradagao do glicogenio proximo a um ponto de rami- 
fica^ao Seguindo-se a remogao sequencial dos residues terminals 

de glicose pela glicogenio-fosforilase (ver Figura 15-27), os residues proximos a 
uma ramificagao sao removidos per um processo em duas etapas que requer 
a enzima de desramificagao bifuncional. Na primeira, a atividade de transferase 
da enzima remove um bloco de tres residues de glicose da ramificagao para 
uma extremidade nao redutora proxima, a qual e religado por uma ligagao 
(a 1^4). 0 residue remanescente no ponto de ramificagao, em ligagao («1^6), 
e entao liberado como glicose livre pela atividade de glicosidase (al^b) da 
enzima de desramificagao. Os residues de glicose sao mostrados na forma con- 
densada que omite os grupos —H, —OH e —CHpH dos aneis piranosidicos. 
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FIGURA 15-29 A reagao catalisada pela fosfoglicomutase. A reagao 
comega com a enzima fosforilada em um residue de Ser. Na etapa O, a en¬ 
zima doa seu grupo fosforil (em azul) para a glicose-l-fosfato, produzindo 


glicose-1-6-bifosfato. Na etapa 0, o grupo fosforil no C-1 da glicose-1-6-bi- 
fosfato (em vermelho) e transferido de volta para a enzima, restaurando a 
fosfoenzima e produzindo glicose-6-fosfato. 
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FIGURA15-30 Hidroliseda 
glicose-6-fosfato pela gli¬ 
cose 6-fosfatase do retku- 
lo endoplasmatico (RE). 0 

sitio catalitico da glicose-6- 
-fosfatase esta voltado para o 
lumen do RE. Urn transporta¬ 
dor (Tl) de glicose-6-fosfato 
(G6P) leva o substrate do cito¬ 
sol para o lumen, e os produ- 
tos, glicose e P^, passam para 
o citosol por meio de trans- 
portadores especificos (T2 e 
T3). A glicose deixa a celula 
via transportador GLUT2 da 
membrana plasmatica. 


a presenga da enzima glicose-6-fosfatase no figado e no rim, 
mas nao em outros tecidos. A enzima e uma proteina in¬ 
tegral da membrana do reticulo endoplasmatico, contendo, 
preditivamente, nove helices transmembrana, com sen sitio 
ativo no lado lumenal do reticulo. A glicose-6-fosfato for- 
mada no citosol e transportada para o lumen do reticulo 
por um transportador especifico (Tl) (Figura 15-30) e 
hidrolisada na superficie lumenal pela glicose-6-fosfatase. 
Acredita-se que os produtos resultantes, e glicose, sejam 
transportados de volta para o citosol por dois transportado- 
res diferentes CT2 e T3), e a glicose deixa o hepatocito pelo 
transportador GLUT2 na membrana plasmatica. Observe 
que, por ter o sitio ativo da enzima no lumen do reticulo, 
a celula separa essa reagao do processo de glicolise que 
acontece no citosol e poderia ser abortado pela agao da gli- 
cose-6-fosfatase. Defeitos geneticos na glicose-6-fosfatase 
on no Tl levam a perturbagoes serias no metabolismo do 
glicogenio, resultando na doenga de deposito de glicogenio 
tipo la (Quadro 15-4). 

0 musculo e o tecido adiposo nao conseguem converter 
a glicose-6-fosfato formada pela degradagao do glicogenio 
em glicose, pois nao tern a enzima glicose-6-fosfatase; por 
isso, esses tecidos nao fornecem glicose para o sangue. 

0 nucleotideo de a^ucar UDP-glicose doa glicose para a 
sintese do glicogenio 

Muitas das reagoes pelas quais as 
hexoses sao transformadas on poli- 
merizadas envolvem nucleotideos 
de agucar, compostos nos quais o 
carbono anomero do agucar e ativa- 
do pela uniao a um nucleotideo por 
meio de uma ligagao ester de fosfa- 
to. Os nucleotideos de agucar sao 
os substratos para a polimerizagao 
de monossacarideos em dissacari- 
deos, glicogenio, amido, celulose e 
polissacarideos extracelulares mais 
complexos. Tambem sao intermedi- 
arios-chave na produgao das amino- 


-hexoses e desoxi-hexoses, encontradas em alguns desses 
polissacarideos, e na sintese da vitamina C (acido L-ascor- 
bico). 0 papel dos nucleotideos de agucar na biossintese do 
glicogenio e em muitos outros derivados de carboidratos foi 
descoberto em 1953 pelo bioquimico argentino Luis Leloir. 


Grupo D-glicosil 



UDP-glicose 

(um nucleotideo de agucar) 


A adequagao dos nucleotideos de agucar para as rea¬ 
goes biossinteticas tern origem em varias propriedades: 

1. Sua formagao e metabolicamente irreversivel, 
contribuindo para a irreversibilidade das vias 
biossinteticas em que sao intermediarios. A con- 
densagao de um nucleosideo-trifosfato com uma 
hexose-l-fosfato para formar um nucleotideo de 
agucar tern uma pequena variagao de energia li- 
vre positiva, mas a reagao libera PP^, que e rapi- 
damente hidrolisado pela pirofosfatase inorganica 
(Figura 15-31), em uma reagao fortemente exer- 
gonica (AG'° = 19,2 kJ/mol). Isso mantem baixa 
a concentragao de PP^, garantindo que, na celula, 
a variagao de energia livre real seja vantajosa. De 
fato, a remogao rapida do produto, conduzida pela 
grande variagao de energia livre negativa da hi- 
drolise de PP^, impulsiona a reagao sintetica para 
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QUADR015-4 Carl e Gerty Cori: pioneiros no metabolismo e nas doen^as do armazenamento do glicogenio 


Muito do que esta escrito nos livros-texto atuais de bio- 
quimica sobre o metabolismo do glicogenio foi descober- 
to entre 1925 e 1950 pelo admiravel casal Carl F. Cori e 
Gerty T. Cori. Ambos se formaram em medicina na Eu- 
ropa no final da I Guerra Mundial (ela completou os es- 
tudos pre-medicos e a escola de medicina em um ano!). 
Eles deixaram a Europa juntos em 1922 e estabeleceram 
laboratories de pesquisa nos Estados Unidos, primei- 
ro por nove anos em Buffalo, Nova York, onde e hoje o 
Roswell Park Memorial Institute, e de 1931 ate o final de 
suas vidas, na Universidade de Washington, em St. Louis. 

Nos sens estudos fisiologicos iniciais sobre a origem e 
o destine do glicogenio no musculo dos animals, os Cori 
demonstraram a conversao do glicogenio em lactate no 
tecido, o deslocamento do lactato pelo sangue para o figa- 
do, e sua reconversao ai em glicogenio - rota que se tor- 



Os Cori no laboratorio de Gerty Cori, por volta de 1947. 


non conhecida como o ciclo de Cori (ver Figura 23-19). 
Seguindo essas informagoes no nivel bioquimico, o casal 
mostrou que o glicogenio era mobilizado em uma reagao 
de fosforolise catalisada pela enzima descoberta por eles, 
a glicogenio-fosforilase. Os Cori identificaram o produto 
dessa reagao (o “ester de Cori”) como glicose-l-fosfato e 
mostraram que esse produto podia ser reincorporado em 
glicogenio pela reagao inversa. Embora isso nao provasse 
que essa era a reagao usada pelas celulas para sintetizar 
glicogenio, foi a primeira demonstragao “m vitro'' da sin- 
tese de uma macromolecula a partir de subunidades mo- 
nomericas simples, o que inspirou outros a procurar en- 
zimas polimerizadoras. Arthur Kornberg, descobridor da 
primeira DNA-polimerase, falou sobre sua experiencia no 
laboratorio dos Cori: “Foi a glicogenio-fosforilase, e nao o 
pareamento de bases, que me levou a DNA-polimerase”. 
Gerty Cori passou a se interessar por doengas geneticas 
humanas nas quais o figado armazenava um excesso de 
glicogenio. Ela consegnin identificar o defeito bioquimico 

^ de varias dessas doengas e mostrou que elas po- 

__ diam ser diagnosticadas por meio de testes das en- 

zimas do metabolismo do glicogenio em pequenas amos- 
tras de tecidos obtidas por biopsias. A Tabela Q-1 resume 
o conhecimento atual sobre 13 doengas geneticas desse 
tipo. ■ 

Carl e Gerty compartilharam o Premio Nobel em Fi- 
siologia on Medicina em 1947 com Bernardo Houssay, da 
Argentina, que foi premiado por sens estudos sobre a re- 
gulagao hormonal do metabolismo dos carboidratos. Os 
laboratorios Cori em St. Louis se tornaram um centre in- 
ternacional de pesquisa bioquimica nas decadas de 1940 
e 1950, e pelo menos seis cientistas que estudaram com 
os Cori receberam o Nobel: Arthur Kornberg (pela sinte- 
se do DNA, 1959), Severe Ochoa (pela sintese do RNA, 
1959), Luis Leloir (pelo papel dos nucleotideos de agucar 
na sintese dos polissacarideos, 1970), Earl Sutherland 
(pela descoberta do cAMP na regulagao do metabolismo 
dos carboidratos, 1971), Christian de Duve (pelo fracio- 
namento subcelular, 1974) e Edwin Krebs (pela desco¬ 
berta da fosforilase-cinase, 1991). 


a frente, estrategia comum nas reagoes biologicas 
de polimerizagao. 

2. Embora as transformagoes quimicas dos nucleoti¬ 
deos de agucar nao envolvam os atomos do proprio 
nucleotideo, essa parte da molecula tern muitos 
grupos que podem interagir covalentemente com 
enzimas; a energia livre adicional de ligagao pode 
contribuir de mode significative para a atividade 
catalitica (Capitulo 6; ver tambem p. 306-307). 

3. Assim como o fosfato, o grupo nucleotidil (p. ex., 
UMP ou AMP) e um excelente grupo de facil elimi- 


nagao, facilitando o ataque nucleofilico pela ativa- 
gao do carbono do agucar ao qual esta ligado. 

4. Pela “marcagao” de algumas hexoses com grupos 
nucleotidil, as celulas podem deixa-las confinadas 
em um reservatorio para uma finalidade (p. ex., sin¬ 
tese de glicogenio), separadas das hexoses-fosfato 
destinadas a outra finalidade (como a glicolise). 

A sintese do glicogenio ocorre em quase todos os teci¬ 
dos animais, mas e mais importante no figado e no musculo 
esqueletico. 0 ponto de partida para a sintese do glicogenio 
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TABELAQ-1 


Doen^as do armazenamento de glicogenio em humanos 


Tipo (nome) 

Enzima afetada 

Principal orgao afetado 

Sintomas 

TipoO 

Glicogenio-sintase 

Figado 

Glicose sanguinea baixa, corpos 
cetonicos altos, morte prematura 

Tipo la (von Gierke) 

Glicose-6-fosfatase 

Figado 

Figado aumentado, insuficiencia 
renal 

Tipolb 

Glicose-6-fosfato-translocase 

microssomal 

Figado 

Como em la; tambem suscetibili- 
dade alta a infecgoes bacterianas 

Tipo Ic 

Transportador microssomal 
de Pi 

Figado 

Como em la 

Tipo II (Pompe) 

Glicosidase lisossomal 

Musculo cardiaco e esqueletico 

Forma infantil: morte aos 2 anos; 
forma juvenil: defeitos muscu- 
lares (miopatia); forma adulta: 
como na distrofia muscular 

Tipo Ilia (Cori ou Forbes) 

Enzima de desramificagao 

Figado, musculo cardiaco e es¬ 
queletico 

Aumento do figado em criangas; 
miopatia 

Tipo Illb 

Enzima de desramificagao 
hepatica (enzima normal no 
musculo) 

Figado 

Aumento do figado em criangas 

Tipo IV (Andersen) 

Enzima de ramificagao 

Figado, musculo esqueletico 

Figado e pancreas aumentados, 
mioglobina na urina 

Tipo V (McArdle) 

Fosforilase do musculo 

Musculo esqueletico 

Caibras induzidas pelo exercicio 
e dor; mioglobina na urina 

Tipo VI (Hers) 

Fosforilase do figado 

Figado 

Figado aumentado 

Tipo VII (Tarui) 

PFK-1 do musculo 

Musculo, eritrocitos 

Como no tipo V; tambem anemia 
hemolitica 

Tipo VIb, VIII ou IX 

Fosforilase-cinase 

Figado, leucocitos, musculo 

Figado aumentado 

Tipo XI (Fanconi-Bickel) 

Transportador de glicose 
(GLUT2) 

Figado 

Deficiencia no desenvoMmento, 
figado aumentado, raquitismo, 
disfungao renal 


e a glicose-6-fosfato. Como foi visto, esta pode ser derivada 
da glicose livre em uma reagao catalisada pelas isoenzimas 
hexocinase I e hexocinase II no musculo e hexocinase IV 
Cglicocinase) no figado: 

D-GIicose + ATP-> D-gIicose-6-fosfato + ADP 

No eutauto, parte da glicose iugerida faz uma via mais iudireta 
para o glicogenio. Ela e captada primeiro pelos eritrocitos e 
transformada glicoliticamente em lactato, que e captado pelo 
figado e convertido em gIicose-6-fosfato pela gliconeogenese. 


Para iniciar a sintese do glicogenio, a gIicose-6-fosfato 
e convertida em glicose-1-fosfato na reagao da fosfoglico- 
mutase: 

GIicose-6-fosfato glicose-1-fosfato 

0 produto desta reagao e convertido em UDP-glicose 
pela agao da UDP-glicose-pirofosforilase, em uma etapa 
fundamental da biossintese do glicogenio: 

Glicose-1-fosfato + UTP-> UDP-glicose + PP^ 
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FIGURA15-31 Forma^aodeum nucleotideodea^ucar. Ocorre 
uma reagao de condensagao entre urn nucleosideo-trifosfato (NTP) e 
urn agucar-fosfato. 0 oxigenio carregado negativamente no agucar- 
-fosfato serve como nucleofilo, atacando o fosfato a do nucleosideo- 
-trifosfato e deslocando pirofosfato. A hidrolise de PPj pela pirofosfa- 
tase inorganica impulsiona a reagao para a frente. 
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NDP-agucar + 2Pj 


Observe que essa enzima e denominada pela reagao in- 
versa; na celula, a reagao ocorre no sentido da formagao da 
UDP-glicose, porque o pirofosfato e hidrolisado rapidamen- 
te pela pirofosfatase inorganica (Figura 15-31). 

A UDP-glicose e o doador imediato dos residues de 
glicose na reagao catalisada pela glicogenio-sintase, 


que promove a transferencia da glicose da UDP-glicose 
para uma extremidade nao redutora de uma molecula ra- 
mificada de glicogenio (Figura 15-32). 0 equilibrio total 
da via desde a glicose-6-fosfato ate o glicogenio acrescido 
de uma unidade de glicose favorece muito a sintese do 
polimero. 



FIGURA 15-32 Smtese do glicogenio. A cadeia do glicogenio e alonga- 
da pela glicogenio-sintase. A enzima transfere o residue de glicose da UDP- 
-glicose para a extremidade nao redutora de uma ramificagao (ver Figura 
7-13) para fazer uma nova ligagao (a 1^4). 
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FIGURA15-33 Smtese da ramifica^ao do glicogenio. A enzima de ra- cosilase, ou glicosil-[4^6]-transferase) forma urn novo ponto de ramificapao 
mificapao do glicogenio (tambem chamada de amilo-[1 ^4]-[l ^6]-transgli- durante a sintese do glicogenio. 


A glicogenio-sintase nao pode formar as ligagoes 
Cq:1 ^6) encontradas nos pontos de ramificagao do glicoge¬ 
nio, as quais sao formadas pela enzima de ramificagao, tam¬ 
bem chamada de amilo (1^4) a (1^6) transglicosila- 
se, ou glicosil-(4—>6)-transferase. A enzima de ramificagao 
do glicogenio catalisa a transferencia de um fragmento ter¬ 
minal de 6 a 7 residues de glicose da extremidade nao redu- 
tora de uma ramificagao de glicogenio, contendo pelo me- 
nos 11 residues, para o grupo hidroxil C-6 de um residue de 
glicose em uma posigao mais interna da mesma ou de outra 
cadeia de glicogenio, criando assim uma nova ramificagao 
(Figura 15-33). Residues adicionais de glicose podem ser 
ligados a nova ramificagao pela glicogenio-sintase. 0 efeito 
biologico da ramificagao e tornar a molecula mais soluvel 
e aumentar o numero de sitios acessiveis a glicogenio-fos- 
forilase e a glicogenio-sintase, as quais agem somente nas 
extremidades nao redutoras. 

A glicogenina prepara os residues iniciais de glicose 
no glicogenio 

A glicogenio-sintase nao consegue iniciar uma cadeia de 
glicogenio “de novo”. Ela necessita de um iniciador, ge- 
ralmente uma cadeia poliglicosidica em (q:1^4) ou uma 



ramificagao que tenha, pelo menos, oito residues de glico¬ 
se. Entao, como se inicia uma nova molecula de glicoge¬ 
nio? A intrigante proteina glicogenina (Figura 15-34) 
e ao mesmo tempo o iniciador, sobre o qual sao montadas 
novas cadeias, e a enzima que catalisa essa montagem. A 
primeira etapa na sintese de uma nova molecula de gli¬ 
cogenio e a transferencia de um residue de glicose da 
UDP-glicose para o grupo hidroxil da Tyr^^^ da glicogeni¬ 
na, catalisada pela atividade glicosil-transferase intrinseca 
da proteina (Figura 15-35). A cadeia nascente se alonga 
pela adigao sequencial de mais sete residues de glicose, 
cada um derivado de uma UDP-glicose; as reagoes sao 
catalisadas pela atividade de extensao de cadeia da glico¬ 
genina. Neste ponto, a glicogenio-sintase age, alongando 
ainda mais a cadeia de glicogenio. A glicogenina permane- 
ce escondida dentro da particula /3, unida covalentemente 
a unica extremidade redutora da molecula de glicogenio 
(Figura 15-35b). As consequencias clinicas de uma mu- 
tagao no gene da glicogenina que suprime essa atividade 
de polimerizagao da proteina incluem fadiga muscular e 
fraqueza, deplegao do glicogenio no figado e batimento 
cardiaco irregular (arritmia cardiaca). 

RESUM015.4 Metabolismo do glicogenio nos animais 

► 0 glicogenio e armazenado no musculo e no figado sob 
a forma de grandes particulas. Dentro das particulas es- 


FIGURA15-34 Estrutura da glicogenina. (PDB 1D 1LL2) A glicogenina 
muscular (M^ 37.000) forma dimeros em solugao. Os humanos tern uma se- 
gunda isoforma no figado, glicogenina-2.0 substrato, UDP-glicose, esta liga- 
do a uma estrutura de Rossmann proximo da extremidade aminoterminal e 
a alguma distancia do residuo deTyr^^^- 15 A daTyr no mesmo monomero, 
1 2 A da Tyr no parceiro dimerico. Cada UDP-glicose esta ligada por meio de 
seus fosfatos a um ion de Mn^^ que e essencial para a catalise. Acredita-se 
que o Mn^^ atue como aceptor de pares de eletrons (acido de Lewis) para 
estabilizar o grupo de facil eliminagao UDP A ligagao glicosidica no produto 
tern a mesma configuragao no C-1 da glicose que no substrato UDP-glicose, 
sugerindo que a transferencia da glicose do UDP para a Tyr^®^ ocorra em 
duas etapas. A primeira provavelmente e um ataque nucleofilico pela Asp^“ 
formando um intermediario temporario com a configuragao invertida. Um 
segundo ataque nucleofilico pelaTyr^®^ restabelece a configuragao inicial. 
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(a) 


(b) 



Atividade de 
extensao de cadeia 


^UDP 


Repete seis vezes 


grupo hidroxilico do C-4 da glicose terminal, e essa sequencia se repete ate for¬ 
mer uma molecule nascente de glicogenio com oito residuos de glicose unidos 
por ligapoes glicosidicas {a]^4). (b) Estrutura da particula de glicogenio. Inician- 
do com uma molecule de glicogenina central, as cadeias de glicogenio (12 a 14 
residuos) se distribuem em camadas. As cadeias internes tern, cada uma, dues 
ramificapoes (al^d). As cadeias na camada mais externa nao sao ramificadas. 
Existem 12 camadas em uma particula madura de glicogenio (estao mostradas 
aqui somente cinco), consistindo em cerca de 55.000 residuos de glicose em uma 
molecule com cerca de 21 nm de diametro eM ~1 X 10^ 


tao as enzimas que metabolizam o glicogenio, bem como 
as enzimas reguladoras. 

► A glicogenio-fosforilase catalisa a fosforolise nas extremi- 

dades nao redutoras das cadeias do glicogenio, produzin- 
do glicose-1-fosfato. A enzima de desramificagao trans- 
fere as ramificagoes para as cadeias principais e libera o 
residue da ramificagao como glicose livre. 

► A fosfofrutomutase interconverte a glicose-1-fosfato 
em glicose-6-fosfato, que pode entrar na glicolise on ser 
convertida, no figado, em glicose livre pela glicose-6-fos- 
fatase do reticulo endoplasmatico, sendo liberada para 
repor a glicose sanguinea. 

► 0 nucleotideo de agucar UDP-glicose doa residuos de 
glicose para a extremidade nao redutora do glicogenio 
na reagao catalisada pela glicogenio-sintase. Uma enzi¬ 
ma de ramificagao distinta produz as ligagoes (a 1^6) 
nos pontos de ramificagao. 


► Novas particulas de glicogenio se iniciam com a forma- 
gao autocatalitica de uma ligagao glicosidica entre a gli¬ 
cose da UDP-glicose e um residue de Tyi na proteina 
glicogenina, seguida pela adigao de varies residuos de 
glicose para formar um iniciador que pode sofrer os efei- 
tos da glicogenio-sintase. 

15.5 Regula^ao coordenada da smtese e da 
degrada^ao do glicogenio 

Conforme foi visto, a mobilizagao dos estoques de glico¬ 
genio e realizada pela glicogenio-fosforilase, que degrada 
glicogenio a glicose-1-fosfato (Figura 15-27). A glicogenio- 
-fosforilase proporciona um case especialmente esclare- 
cedor de regulagao enzimatica. Esse foi um dos primeiros 
exemplos conhecidos de uma enzima regulada alosterica- 
mente e a primeira enzima que se revelou ser controlada 
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por fosforilagao reversivel. Ela foi tambem uma das primei- 
ras enzimas alostericas cuja estmtura tridimensional deta- 
Ihada das formas ativa e inativa foi esclarecida por estudos 
de cristalografia por raios X. A glicogenio-fosforilase e tam¬ 
bem outro exemplo de como as isoenzimas desempenham 
sen papel tecido-especifico. 

A glicogenio-fosforilase tern regula^ao alosterica 
e hormonal 

No final de 1930, Carl e Gerty Cori 
(Quadro 15-4) descobriram que a 
glicogenio-fosforilase do musculo 
esqueletico existe em duas formas 
interconversiveis: glicogenio- 
-fosforilase a, cataliticamente 
ativa, e glicogenio-fosforilase 
6, menos ativa (Figura 15-36). 
Estudos subsequentes feitos por 
Earl Sutherland mostraram que a 
fosforilase h predomina no muscu¬ 
lo em repouso, mas que durante 
uma atividade muscular vigorosa 
a adrenalina desencadeia a fosfori- 
lagao de um residue especifico de 
Ser na fosforilase 5, convertendo-a em sua forma mais ativa, 
fosforilase a. (Observe que a glicogenio-fosforilase com fre- 
quencia e referida simplesmente como fosforilase - muito 
respeitada por ter sido a primeira fosforilase a ser desco- 
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FIGURA 15-36 Regula^ao da glicogenio-fosforilase muscular por 
modifica^ao covalente. Na forma mais ativa da enzima, fosforilase a, os 
residuos de Ser^^ um de cada subunidade, estao fosforilados. A fosforilase a 
e convertida em sua forma menos ativa, fosforilase b, por perda enzimatica 
destes grupos fosforil, catalisada pela fosforilase-a-fosfatase (tambem conhe- 
cida como fosfoproteina-fosfatase 1, PPl). A fosforilase b pode ser reconverti- 
da (reativada) em fosforilase a pela apao da fosforilase-d-cinase. (Ver tambem 
a Figura 6-42 sobre a regulapao da glicogenio-fosforilase.) 


berta; o nome reduzido tern persistido no uso generalizado 
e na literatura.) 

A enzima (fosforilase-b-cinase) responsavel pela ati- 
vagao da fosforilase pela transference de um grupo fos¬ 
foril para seu residuo de Ser e, ela propria, ativada por 
adrenalina ou glucagon por uma serie de etapas mostra- 
das na Figura 15-37. Sutherland descobriu o segundo 
mensageiro cAMP, cuja concentragao aumenta em res- 
posta ao estimulo pela adrenalina (no musculo) ou pelo 
glucagon (no figado). Concentragoes elevadas de cAMP 
iniciam uma cascata enzimatica, na qual um catalisa- 
dor ativa um segundo catalisador que ativa mais um ca- 
talisador (ver Segao 12.1). Tais cascatas permitem uma 
grande amplificagao do sinal inicial (ver retangulos em 
cor-de-rosa na Figura 15-37). 0 aumento da [cAMP] ativa 
a protema-cinase dependente de cAMP, tambem chamada 
de protema-cinase A (PKA). Por sua vez, a PKA fosforila 
e ativa a fosforilase-&-cinase, que catalisa a fosforilagao 
dos residuos de Ser nas duas subunidades identicas da 
glicogenio-fosforilase, ativando-a e estimulando, assim, a 
degradagao do glicogenio. No musculo, isso fornece com- 
bustivel para a glicolise sustentar a contragao muscular 
para a resposta de luta ou fuga sinalizada pela adrenalina. 
No figado, a degradagao do glicogenio age contra a baixa 
glicose sangumea sinalizada pelo glucagon, liberando gli- 
cose. Essas diferentes fungoes se refletem em diferengas 
sutis nos mecanismos reguladores no musculo e no figa¬ 
do. As glicogenio-fosforilases do figado e do musculo sao 
isoenzimas, codificadas por genes diferentes, e diferem 
em suas propriedades reguladoras. 

No musculo, ha dois mecanismos alostericos de controle 
que se sobrepoem a regulagao da fosforilase por modifica- 
gao covalente (Figura 15-37). 0 Ca^^, o sinal para a contra¬ 
gao muscular, se liga a fosforilase-5-cinase, ativando-a, pro- 
movendo a conversao da fosforilase b para sua forma ativa 
a. 0 Ca^^ se liga a subunidade 8 da fosforilase-b-cinase, uma 
calmodulina (ver Figura 12-11). 0 AMP, que se acumula no 
musculo em contragao vigorosa como resultado da degra¬ 
dagao do ATP, se liga a fosforilase e a ativa, acelerando a 
liberagao da glicose-1-fosfato a partir do glicogenio. Quando 
os niveis de ATP estao adequados, o ATP bloqueia o sitio 
alosterico ao qual o AMP se liga, causando a inativagao da 
fosforilase. 

Quando o musculo retorna ao repouso, uma segunda 
enzima, a fosforilase-a-fosfatase, tambem chamada de 

fosfoproteina-fosfatase 1 (PPl), remove os grupos fos¬ 
foril da fosforilase a, convertendo-a em sua forma menos 
ativa, a fosforilase b. 

A semelhanga da enzima do musculo, a glicogenio- 
-fosforilase do figado e regulada hormonalmente (por 
fosforilagao/desfosforilagao) e alostericamente. A forma 
desfosforilada e totalmente inativa. Quando o nivel de gli¬ 
cose sangumea esta muito baixo, o glucagon (agindo por 
meio do mecanismo de cascata mostrado na Figura 15- 
37) ativa a fosforilase-b-cinase, que, por sua vez, converte 
a fosforilase b em sua forma ativa a, iniciando a liberagao 
da glicose para o sangue. Quando o nivel retorna ao nor¬ 
mal, a glicose entra nos hepatocitos e se liga a um sitio 
alosterico inibitorio na fosforilase a. Essa ligagao tambem 
produz uma mudanga de conformagao que expoe os re- 
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FIGURA 15-37 Mecanismo de cascata da a^ao da adre- 
nalina e do glucagon. Tanto a adrenalina nos miocitos (a es- 
querda) como o glucagon nos hepatocitos (a direita) ligam-se a 
receptores especificos de superficie e ativam uma proteina de 
ligaqao a GTP, (ver Figura 12-4). Esta proteina quando ativa- 
da provoca uma elevaqao na [cAMP], o que ativa PKA. Isto inicia 
uma cascata de fosforilaqoes; PKA ativa a fosforilase-d-cinase, 
que ativa a glicogenio-fosforilase. Tais cascatas causam uma 
grande amplificaqao do sinal inicial; os numeros nos retangu- 
los em cor salmao sao provavelmente uma subestimativa do 
aumento real do numero de moleculas em cada estagio da cas¬ 
cata. A degradaqao do glicogenio decorrente fornece glicose, 
que no miocito pode suprir o ATP (via glicolise) para a contra- 
qao muscular e no hepatocito e liberada para o sangue para se 
opor a glicose sanguinea baixa. 
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siduos fosforilados de Ser a PPl, que catalisa a desfos- 
forilagao da fosforilase, causando sua inativagao (Figura 
15-38) 0 sitio alosterico para a glicose permite a glico¬ 


genio-fosforilase hepatica atuar como seu proprio sensor 
de glicose e responder adequadamente as alteragoes na 
glicose sanguinea. 
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FIGURA 15-38 A glicogenio-fosforilase do figado como sensor de gli¬ 
cose. A ligagao da glicose a urn sitio alosterico da isoenzima da fosforilase 
do figado induz uma mudanga conformacional que expoe seus residues de 
Ser fosforilados a agao da fosforilase-fosfatase (PPl). Esta fosfatase converte a 


fosforilase a em fosforilase b, reduzindo claramente a atividade de fosforilase 
e diminuindo a degradagao do glicogenio em resposta a alta glicose san¬ 
guinea. A insulina tambem age indiretamente na estimulagao da PPl e na 
diminuigao da degradagao do glicogenio. 
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FIGURA 15-39 Efeitos da GSK3 sobre a atividade da glicogenio- 
-sintase. A forma ativa, glicogenio-sintase a, tern tres residuos de Ser pro- 
ximos a sua extremidade carboxilica que sao fosforilados pela glicogenio- 
-sintase-cinase 3 (GSK3). Isto a converte na sua forma inativa {b). A apao da 
GSK3 requer uma fosforilapao previa (preparapao) pela caseina-cinase (CKII). 
A insulina desencadeia a ativapao da glicogenio-sintase b por bloquear a 
atividade da GSK3 (consultar via na Figura 12-16) e ativar uma fosfoprote- 
ina-fosfatase (PP1 no musculo, outra fosfatase no figado). No musculo, a 
adrenalina ativa a PKA, que fosforila a proteina de associapao ao glicogenio, 
G^^ (ver Figura 15-42), em urn sitio que causa a dissociapao da PP1 do glico¬ 
genio. A glicose-6-fosfato favorece a desfosforilapao da glicogenio-sintase 
por se ligar a ela e promover uma conformapao que e urn bom substra- 
to para a PP1. A glicose tambem promove a desfosforilapao; a ligapao da 
glicose a glicogenio-fosforilase a forpa uma mudanpa conformacional que 
favorece a desfosforilapao da glicogenio-fosforilase b, aliviando, assim, a ini- 
bipaoda PP1 (ver Figura 15-41). 

A glicogenio-sintase tambem e regulada por 
fosforila^o e desfosforilapao 

Tal como a glicogenio-fosforilase, a glicogenio-sintase pode 
existir nas formas fosforilada e desfosforilada (Figura 15- 
39). Sua forma ativa, glicogenio-sintase a, e nao fosfo¬ 
rilada. A fosforilagao das cadeias laterals hidroxilicas de 
varies residuos de Ser de ambas as subunidades converte a 
glicogenio-sintase a em glicogenio-sintase b, que e inati¬ 
va na ausencia da glicose, sen ativador alosterico. A glicoge¬ 
nio-sintase e impressionante por sua capacidade de ser fos¬ 
forilada em varies residuos por, pelo menos, 11 diferentes 
proteinas-cinases. A cinase reguladora mais importante e a 
glicogenio-sintase-cinase 3 (GSK3), que adiciona gru- 
pos fosforil a tres residuos de Ser proximos a extremidade 
carboxilica da glicogenio-sintase, inativando-a fortemente. 
A agao da GSK3 e hierarquica; ela so pode fosforilar a gli¬ 
cogenio-sintase depois que outra proteina-cinase, caseina- 


Insulina 


I 

I 



-cinase II (CKII), tenha fosforilado a glicogenio-sintase 
em um residue proximo, evento chamado de preparagao 
(Figura 15-40a). 

No figado, a conversao da glicogenio-sintase b em sua 
forma ativa e promovida pela PPl, que se encontra ligada 
a particula de glicogenio. A PPl remove os grupos fosfo¬ 
ril dos tres residuos fosforilados pela GSK3. A glicose-6- 
-fosfato se liga a um sitio alosterico na glicogenio-sintase b, 
tornando a enzima um substrate melhor para a desfosfori- 
lagao pela PPl e causando sua inativagao. Por analogia com 
a glicogenio-fosforilase, que age como sensor de glicose, a 



Ser fosforilados na 
(a) glicogenio-sintase 



FIGURA 15-40 Prepara^ao para a fosforila^ao da glicogenio-sintase 
pela GSK3. (a) A glicogenio-sintase-cinase 3 se associa primeiramente 
com seu substrato (glicogenio-sintase) por interapao entre os tres residuos 
carregados positivamente (Arg^® Arg^®°, Lys^°) e um residuo de fosfosserina 
na posipao +4 no substrato. (Para orientapao, o residuo de Ser ou Thr a ser 
fosforilado no substrato esta marcado com indice 0. Os residuos no lado ami- 
noterminal deste residuo estao numerados como -1, -2, e assim por dian- 
te; os residuos no lado carboxiterminal estao numerados como +1, +2, e as¬ 
sim por diante.) Essa associapao alinha o sitio ativo da enzima com o residuo 
de Ser na posipao 0, que ela fosforila. Isto cria um novo sitio de preparapao. 


e a enzima se desloca ao longo da proteina para fosforilar a Ser na posipao 
-4, e a seguir a Ser na posipao -8. (b) A GSK3 tern um residuo de Ser proxi¬ 
mo de sua extremidade aminoterminal que pode ser fosforilado pela PKA ou 
pela PKB (ver Figura 15-41). Isto produz uma regiao de"pseudossubstrato"na 
GSK3 que se dobra para o sitio de preparapao e torna o sitio ativo inacessivel 
a outro substrato proteico, inibindo a GSK3 ate que a PPl remova o grupo 
fosforil do pseudossubstrato. Outras proteinas que sao substrato para a GSK3 
tambem tern um sitio de preparapao na posipao +4, que deve ser fosforilado 
por outra proteina-cinase antes que a GSK possa agir sobre elas. (Consulte 
tambem as Figuras 6-37 e 12-22b sobre a regulapao da glicogenio-sintase.) 
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glicogenio-sintase pode ser considerada um sensor de glico- 
se-6-fosfato. No musculo, uma fosfatase diferente pode ter 
o mesmo papel desempenhado pela PPl no figado, ativando 
a glicogenio-sintase por desfosforilagao. 

A glicogenio-sintase-cinase 3 controla algumas 
a^es dainsulina 

Conforme visto no Capitulo 12, a insulina desencadeia mu- 
dangas intracelulares pela ativagao de uma proteina-cinase 
(PKB) que, por sua vez, fosforila e inativa a GSK3 (Figu- 
ra 15-41; ver tambem Figura 12-16). A fosforilagao de um 
residue de Ser proximo da extremidade aminoterminal da 
GSK3 converte esta regiao da proteina em um pseudos- 
substrato, que se dobra para dentro do sitio ao qual normal- 
mente se liga o residue de Ser fosforilado (Figura 15-40b). 
Isso impede a GSK3 de se ligar ao sitio de preparagao do 
substrate verdadeiro, inativando, assim, a enzima e fazendo 
pender o equilibrio em favor da desfosforilagao da glicoge¬ 
nio-sintase pela PPl. A glicogenio-fosforilase tambem pode 
afetar a fosforilagao da glicogenio-sintase: a glicogenio- 
-fosforilase ativada inibe PPl diretamente, impedindo-a de 
ativar a glicogenio-sintase (Figura 15-39). 

Embora tenha side descoberta pelo sen papel no me- 
tabolismo do glicogenio (dai o nome glicogenio-sintase- 
-cinase), a GSK3 tern um papel muito mais abrangente que 
o de regulagao da glicogenio-sintase. Ela e responsavel por 
mediar a sinalizagao pela insulina e outros fatores de cresci- 
mento e nutrientes, atuando na especificagao dos destines 
celulares durante o desenvolvimento embrionario. Entre 
os sens alvos estao proteinas do citoesqueleto e proteinas 
essenciais para a sintese de mRNA e de proteinas. Esses 
alvos, assim como a glicogenio-sintase, precisam sofrer uma 
fosforilagao preparatoria por outra proteina-cinase para 
que possam ser fosforilados pela GSK3. 


A fosfoprotemo-fosfatase 1 e central no metabolismo 
do glicogenio 

Uma unica enzima, PPl, pode remover grupos fosforil das 
tres enzimas que sao fosforiladas em resposta ao glucagon 
(no figado) e a adrenalina (no figado e no musculo): fosfo- 
rilase-cinase, glicogenio-fosforilase e glicogenio-sintase. A 
insulina estimula a sintese do glicogenio por ativar a PPl e 
inativar a GSK3. 

A fosfoproteino-fosfatase 1 nao existe livre no cito- 
sol. Ela esta firmemente ligada as suas proteinas-alvo por 
uma proteina da familia das proteinas de associagao 
ao glicogenio que se liga ao glicogenio e as tres enzimas 
glicogenio-fosforilase, fosforilase-cinase e glicogenio- 
-sintase (Figura 15-42). A propria PPl esta sujeita a 
regulagao covalente e alosterica: ela e inativada quando 
fosforilada pela PKA e e ativada alostericamente pela 
glicose-6-fosfato. 

Sinais alostericos e hormonais coordenam integralmente 
0 metabolismo dos carboidratos 

Apos abordar os mecanismos que regulam as enzimas indi- 
viduais, agora e possivel considerar as variagoes totais no 
metabolismo dos carboidratos que ocorrem no estado bem 
alimentado, durante o jejum e na resposta de luta ou fuga - 
sinalizados, respectivamente, por insulina, glucagon e adre¬ 
nalina. E precise destacar dois cases nos quais a regulagao 
tern finalidades diferentes: (1) o papel dos hepatocitos no 
suprimento de glicose para o sangue, e (2) o uso egoista 
dos carboidratos como combustivel pelos tecidos extra-he- 
paticos, simbolizados pelo musculo esqueletico (miocitos), 
para manter suas proprias atividades. 

Apos a ingestao de uma refeigao rica em carboidra¬ 
tos, a elevagao da glicose sanguinea provoca a liberagao 
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FIGURA 15-41 O caminho a partir da insulina ate a GSK3 e 
a glicogenio-sintase. A ligagao da insulina ao seu receptor ati- 
va nele uma tirosina-proteina-cinase, que fosforila o substrato -1 
do receptor da insulina (IRS-1). A fosfotirosina nessa proteina e 
entao ligada pela fosfatidilinositol-3-cinase (PI-3K), que converte, 
na membrana, o fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP 2 ) em fosfatidi- 
linositol-3,4,5-trifosfato (PIP 3 ). Uma proteina-cinase (PDK- 1 ), que 
e ativada quando ligada ao PIP 3 , ativa uma segunda proteina-ci¬ 
nase (PKB), que fosforila a glicogenio-sintase-cinase 3 (GSK3) na 
sua regiao de pseudossubstrato, inativando-a pelos mecanismos 
mostrados na Figura 15-40b. A inativaqao da GSK3 permite que a 
fosfoproteina-fosfatase 1 (PPl) desfosforile e ative a glicogenio- 
-sintase. Dessa forma, a insulina estimula a sintese do glicogenio. 
(Consulte na Figura 12-16 mais detalhes sobre a aqao da insulina.) 
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FIGURA 15-42 Protema de associa^ao ao glicogenio 

Gm. a protema Gm de associapao ao glicogenio pertence 
a familia de proteinas que ligam outras proteinas (incluindo 
PP1) as particulas de glicogenio. A Gm pode ser fosforilada 
em dois sitios diferentes em resposta a insulina ou adre- 
nalina. O A fosforilapao no sitio 1, estimulada pela insulina, 
ativa a PP1 que desfosforila a fosforilase-cinase, a glicogenio- 
-fosforilase e a glicogenio-sintase. @ A fosforilapao no sitio 2, 
estimulada pela adrenalina, causa a dissociapao de PPl da 
particula de glicogenio, impedindo seu acesso a glicogenio- 
-fosforilase e a glicogenio-sintase. A PKA tambem fosforila 
uma protema (inibidor 1) que, quando fosforilada, inibe a 
PPl. Desta forma, a insulina inibe a degradapao do glicoge¬ 
nio e estimula a sua smtese, e a adrenalina (ou o glucagon, 
no figado) tern o efeito oposto. 


r 

t Insulina 


Glicose 

sanguinea alta 
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GLUT2 


de insulina (Figura 15-43, parte superior). Nos hepa- 
tocitos, a insulina tern dois efeitos imediatos: ela inativa 
a GSK3, agindo por meio da cascata mostrada na Figura 
15-41, e ativa uma protema-fosfatase, talvez a PPl. Essas 
duas agoes ativam totalmente a glicogenio-sintase. A PPl 
tambem inativa a glicogenio-fosforilase a e a fosforilase- 
-cinase pela desfosforilagao de ambas, interrompendo de 
forma efetiva a degradagao do glicogenio. A glicose entra 
no hepatocito por meio do transportador de alta capaci- 
dade GLUT2, sempre presente na membrana plasmati- 
ca, e a glicose intracelular elevada leva a dissociagao da 
hexocinase IV (glicocinase) de sua protema reguladora 
nuclear (Figura 15-15). A hexocinase IV entra no citosol 
e fosforila a glicose, estimulando a glicolise, alem de for- 
necer o precursor para a smtese de glicogenio. Sob essas 
condigoes, os hepatocitos usam o excesso de glicose do 
sangue para sintetizar glicogenio, ate o limite de 10% do 
peso total do figado. 

Entre as refeigoes, ou durante um jejum prolongado, 
a queda da glicose sanguinea provoca a liberagao de glu¬ 
cagon, o qual, agindo por meio da cascata mostrada na 
Figura 15-37, ativa a PKA. Essa enzima controla todos os 
efeitos do glucagon (Figura 15-43, parte inferior). Ela fos¬ 
forila a fosforilase-cinase, ativando-a e levando a ativagao 
da glicogenio-fosforilase. Ela fosforila a glicogenio-sin¬ 
tase, inativando-a e bloqueando a sintese de glicogenio. 
Ela fosforila a PFK-2/FBPase-2, levando a uma redugao 
na concentragao do regulador frutose-2,6-bifosfato, que 
tern o efeito de inativar a enzima glicolitica PFK-1 e de 
ativar a enzima gliconeogenica FBPase-1. E ela fosforila e 
inativa a enzima glicolitica piruvato-cinase. Sob essas con¬ 
digoes, o figado produz glicose-6-fosfato pela degradagao 
do glicogenio e pela gliconeogenese, e para de usar a gli- 


FIGURA15-43 Regula^ao do metabolismo de carboidratos no figado. 

As setas indicam as relaqoes causais entre as mudanqas que elas conectam. 
Por exempio, uma seta de 4 a para tB significa que uma redugao de A causa 
um aumento de B. As setas vermelhas conectam eventos resultantes da gli¬ 
cose sanguinea alta; as setas azuis conectam eventos resultantes da glicose 
sanguinea baixa. 
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cose na glicolise ou na sintese de glicogenio, maximizando 
a quantidade de glicose que pode liberar para o sangue. 
Essa liberagao de glicose e possivel somente no figado e 
no rim, porque outros tecidos nao tern glicose-6-fosfatase 
(Figura 15-30). 

A fisiologia do musculo esqueletico difere da do figado 
em tres aspectos importantes para a nossa discussao so- 
bre regulagao metabolica (Figura 15-44): (1) o musculo 
usa seu glicogenio armazenado somente para suas proprias 
necessidades; (2) quando passa do repouso para a contra- 
gao vigorosa, o musculo sofre mudangas muito grandes em 
sua demanda por ATP, a qual e suprida pela glicolise; (3) 
o musculo nao tern a maquinaria enzimatica para a glico- 
neogenese. A regulagao do metabolismo de carboidratos no 
musculo reflete essas diferengas em relagao ao figado. Em 
primeiro lugar, os miocitos nao tern receptores para o gluca¬ 
gon. Em segundo lugar, a isoenzima muscular da piruvato- 
-cinase nao e fosforilada pela PKA, e assim a glicolise nao 
e interrompida quando a [cAMP] estiver alta. Na verdade, 
o cAMP aumenta a velocidade da glicolise no musculo, 
provavelmente por ativar a glicogenio-fosforilase. Quando 
a adrenalina e liberada no sangue em situagoes de luta ou 
fuga, a PKA e ativada pela elevagao da [cAMP] e fosforila e 
ativa a glicogenio-fosforilase-cinase. As consequentes fos- 
forilagao e ativagao da glicogenio-fosforilase resultam em 
degradagao mais rapida do glicogenio. A adrenalina nao e 
liberada em condigoes de baixo estresse, mas, com cada es- 
timulo neuronal da contragao muscular, a [Ca^^j aumenta 
brevemente e ativa a fosforilase-cinase por meio de sua su- 
bunidade de calmodulina. 

A elevagao da insulina provoca aumento na sintese do 
glicogenio nos miocitos pela ativagao da PPl e inativagao da 
GSK3. Ao contrario dos hepatocitos, os miocitos tern uma 
reserva de transportadores GLUT4 sequestrada em vesi- 
culas intracelulares. A insulina provoca seu deslocamento 
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FIGURA 15-44 Diferengas na regulagao do metabolismo de carboi¬ 
dratos no figado e no musculo. No figado, glucagon (indicando baixa 
glicose sanguinea) ou adrenalina (sinalizando a necessidade de lutar ou cor- 
rer) tern o efeito de maximizar a saida da glicose para a corrente sanguinea. 
No musculo, a adrenalina aumenta a degradagao do glicogenio e a glicolise 
que, juntas, fornecem combustivel para a produgao do ATP necessario na 
contragao muscular. 


para a membrana plasmatica (ver Figura 12-16), onde eles 
permitem o aumento na captagao de glicose. Consequente- 
mente, os miocitos ajudam a baixar a glicose sanguinea em 
resposta a insulina, porque aumentam a taxa de captagao 
de glicose, a sintese de glicogenio e a glicolise. 

0 metabolismo de carboidratos e de lipideos e integrado 
por mecanismos hormonais e alostericos 

Apesar de complexa, a regulagao do metabolismo de car¬ 
boidratos esta longe da historia completa do metabolismo 
energetico. 0 metabolismo das gorduras e dos acidos gra- 
xos esta intimamente ligado ao dos carboidratos. Sinais hor¬ 
monais como insulina e alteragoes na dieta ou exercicio sao 
igualmente importantes na regulagao do metabolismo das 
gorduras e na integragao com o dos carboidratos. 0 Capitu- 
lo 23 volta a abordar essa integragao metabolica global, nao 
antes de serem estudadas as vias metabolicas das gorduras 
e dos aminoacidos (Capitulos 17 e 18). A mensagem que 
se deseja transmitir aqui e que as vias metabolicas estao 
sujeitas a controles reguladores complexes extremamen- 
te sensiveis a alteragoes nas condigoes metabolicas. Esses 
mecanismos agem no ajuste do fluxo de metabolites por va- 
rias vias metabolicas, conforme a necessidade da celula e 
do organismo, e o fazem sem causar alteragoes importantes 
nas concentragoes dos intermediaries compartilhados por 
outras vias. 

RESUMO 15.5 Regulagao coordenada da sintese e da 
degradagao do glicogenio 

► A glicogenio-fosforilase e ativada em resposta ao gluca- 
gon ou a adrenalina, que aumentam a [cAMP] e ativam 
PKA. A PKA fosforila e ativa a fosforilase-cinase, que 
converte a glicogenio-fosforilase h em sua forma ativa 
a. A fosfoproteino-fosfatase 1 (PPl) reverte a fosforila- 
gao da glicogenio-fosforilase a, inativando-a. A glicose 
se liga a isoenzima hepatica da glicogenio-fosforilase a, 
o que favorece sua desfosforilagao e inativagao. 

► A glicogenio-sintase a e inativada por fosforilagao catali- 
sada pela GSK3. A insulina bloqueia a GSK3. A PPl, que 
e ativada pela insulina, reverte a inibigao pela desfosfo¬ 
rilagao da glicogenio-sintase b. 

► A insulina aumenta a captagao da glicose pelos miocitos 
e adipocitos por provocar o deslocamento do transpor- 
tador GLUT4 para a membrana plasmatica. 

► A insulina estimula a sintese das hexocinases II e IV, 
PFK-1, piruvato-cinase, e varias enzimas envolvidas na 
sintese de lipideos. A insulina estimula a sintese de gli¬ 
cogenio no musculo e no figado. 

► No figado, o glucagon estimula a degradagao do glico¬ 
genio e a gliconeogenese, enquanto bloqueia a glicolise, 
poupando, dessa forma, glicose para exporta-la para o 
cerebro e outros tecidos. 

► No musculo, a insulina estimula a degradagao do gli¬ 
cogenio e a glicolise, fornecendo ATP para sustentar a 
contragao. 
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Problemas 

1. Medida das concentra^oes intracelulares dos meta- 
bolitos. A medida das concentragoes intracelulares dos meta- 
bolitos em uma celula viva apresenta grandes dificuldades ex- 
perimentais - geralmente a celula deve ser destruida para que 
possam ser medidas as concentragoes dos metabolitos. Alem 
disso, as enzimas catalisam interconversoes metabolicas mui- 
to rapidamente, de forma que um problema comum associado 
com essas medidas e que os dados nao refletem as concentra¬ 
goes fisiologicas dos metabolitos, mas sim as concentragoes no 
eqnilibrio. Uma tecnica experimental confiavel requer que to- 
das as reagoes catalisadas pelas enzimas sejam interrompidas 
instantaneamente no tecido intacto para que os intermediMos 
metabolicos nao sofram alteragao. Esse objetivo e alcangado 
pela compressao rapida do tecido entre grandes placas de alu- 
minio resfriadas com nitrogenio liquido (-190°C), processo 
chamado de compressao e congelamento. Apos o congela- 
mento, que interrompe instantaneamente a agao enzimMca, o 
tecido e pulverizado, e as enzimas sao inativadas por precipi- 
tagao com acido perclorico. 0 precipitado e removido por cen- 
trifugagao, e os metabolitos sao analisados no extrato sobrena- 
dante limpido. Para calcnlar as concentragoes intracelulares, o 
volume intracelular e determinado a partir do conteudo total 
de agua do tecido e de uma medida do volume extracelular. 

As concentragoes intracelulares dos substratos e dos pro- 
dutos da reagao da fosfofrutocinase-1 em tecido cardiaco isola- 
do de rato estao na tabela abaixo. 

Metabolite Concentra^ao 

Frutose-6-fosfato 87,0 

Frutose-l,6-bifosfato 22,0 

ATP 11.400 

ADP 1.320 

Fonte: Williamson, J.R. (1965) Glycolytic control mechanisms 1: Inhibi¬ 
tion of glycolysis by acetate and pyruvate in the isolated, perfused rat 
heart. J. Biol. Chem 240, 2308-2321. 

* Calculada como /xmol/mL de agua intracelular. 

(a) CalculeQ, [frutose-l,6-bifosfato][ADP]/[frutose-6-fosfa- 
to][ATP], da reagao da PFK-1 sob condigoes fisiologicas. 

(b) Dado o AG°' de -14,2 kJ/mol para a reagao da PFK-1, 
calcule a constante de eqnilibrio dessa reagao. 

(c) Compare os valores de Q e K'^^. A reagao fisiologica 
esta longe on proxima do eqnilibrio? Explique. 0 que este 
experimento sugere sobre o papel da PFK-1 como enzima 
reguladora? 

2. Todas as reagoes metabolicas estao em equilibrio? 

(a) 0 fosfoenolpiruvato (PEP) e um dos dois doadores 
de grupos fosforil na sintese de ATP durante a glicolise. 
Nos eritrocitos humanos, a concentragao do ATP no estado 
estavel e 2,24 mM, a do ADP e 0,25 mM, e a do piruvato e 
0,051 mM. Calcule a concentragao de PEP a 25°C, supondo 
que a reagao da piruvato-cinase (ver Figura 13-13) esta em 
equilibrio na celula. 

(b) A concentragao fisiologica de PEP nos eritrocitos hu¬ 
manos e 0,023 mM. Compare-a com o valor obtido em (a). Ex¬ 
plique o significado dessa diferenga. 

3. Efeito do suprimento de O 2 sobre a velocidade da 
glicolise. As etapas reguladas da glicolise na celula Intacta 
podem ser identificadas pelo estudo do catabolismo da glicose 
nos tecidos ou nos orgaos inteiros. Por exemplo, o consumo de 


glicose pelo musculo cardiaco pode ser medido pela circula- 
gao artificial de sangue atraves de um coragao intacto isolado 
e pela medida da concentragao da glicose antes e depois de o 
sangue passar pelo coragao. Se o sangue circulante e desoxige- 
nado, o musculo cardiaco consome glicose em uma velocidade 
constante. Quando se adiciona oxigenio ao sangue, a velocida¬ 
de do consumo de glicose drminui drasticamente, sendo entao 
mantida na velocidade mais baixa. Explique. 

4. Regulagao da PFK-1. 0 efeito do ATP sobre a enzima 
alosterica PFK-1 esta mostrado abaixo. Para certa concentra¬ 
gao de frutose-6-fosfato, a atividade da PFK-1 aumenta com o 
aumento da concentragao de ATP, ate um ponto alem do qual o 
aumento da concentragao do ATP inibe a enzima. 



(a) Explique como o ATP pode ser tanto substrate como 
inibidor para a PFK-1. Como a enzima e regulada por ATP? 

(b) De que forma a glicolise e regulada pelos niveis de ATP? 

(c) A inibigao da PFK-1 pelo ATP diminui quando a con¬ 
centragao de ADP e alta, conforme mostrado na ilustragao. 
Como essa observagao pode ser explicada? 

5. Concentragao celnlar de glicose. A concentragao da 
glicose no plasma sanguineo humane e mantida em cerca de 
5 mM. A concentragao da glicose livre dentro de um miocito e 
muito mais baixa. Por que a concentragao na celula e tao bai¬ 
xa? 0 que acontece com a glicose apos entrar na celula? A gli¬ 
cose e administrada intravenosamente como fonte de allmento 
em determinadas situagoes clinicas. Dado que a transformagao 
da glicose em glicose-6-fosfato consome ATP, por que nao ad- 
ministrar glicose-6-fosfato? 

6. Atividade enzimatica e fungao fisiologica. 

glicogenio-fosforilase do musculo esqueletico e muito maior do 
que a mesma enzima do tecido hepatico. 

(a) Qual e a fungao fisiologica da glicogenio-fosforilase no mus¬ 
culo esqueletico? E no tecido hepatico? 

(b) Por que a da enzima do musculo precisa ser maior do 
que a da enzima do figado? 

7. Eqnilibrio da glicogenio-fosforilase. A glicogenio- 
-fosforilase catalisa a remogao de glicose do glicogenio. 0 AG'° 
para esta reagao e 3,1 kJ/mol. 

(a) Calcule a razao entre a [PJ e a [glicose-1-fosfato] quando 
a reagao esta em equilibrio. (Dica: A remogao de unidades de 
glicose do glicogenio nao altera a concentragao do glicogenio.) 

(b) A razao [Pj]/[glicose-1-fosfato] medida nos miocitos em 
condigoes fisiologicas e maior que 100:1. 0 que isso indica a 
respeito da diregao do fluxo metabolico pela reagao da glicoge¬ 
nio-fosforilase no musculo? 

(c) Por que as razoes no equilibrio e em condigoes fisio¬ 
logicas sao diferentes? Qual e o possivel significado para essa 
diferenga? 
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8. Regulagao da glicogenio-fosforilase. No tecido mus¬ 
cular, a taxa de conversao do glicogenio em glicose-6-fosfato e 
determinada pela razao entre a fosforilase a (ativa) e a fosfori- 
lase h (menos ativa). Determine o que acontece a taxa de de- 
gradagao do glicogenio se uma preparagao de musculo conten- 
do glicogenio-fosforilase for tratada com (a) fosforilase-cinase 
e ATP; (b) PPl; (c) adrenalina. 

9. Degradagao do glicogenio em musculo de coelho. 0 

uso intracelular da glicose e do glicogenio e rigidamente regu- 
lado em quatro pontos. Para comparar a regulagao da glicolise 
com oxigenio abundante e escasso, considere a utilizagao da 
glicose e do glicogenio pelo musculo da perna de coelho em 
duas condigoes fisiologicas: coelho em repouso, com baixa de- 
manda por ATP, e coelho que ve seu inimigo mortal, o coiote, e 
dispara para sua toca. Para cada condigao determine os niveis 
relativos (alto, intermediMo, baixo) de AMP, ATP, citrato e 
acetil-CoA e descreva como esses niveis afetam o fluxo de me¬ 
tabolites pela glicolise com a regulagao de enzimas especificas. 
Em periodos de estresse, o musculo da perna do coelho produz 
a maior parte do ATP por glicolise anaerobia (fermentagao a 
lactato) e muito pouco por oxidagao da acetil-CoA derivada da 
degradagao das gorduras. 

10. A degradagao do glicogenio em passaros migrato- 
rios. Ao contrario do coelho e sua corrida curta, os passaros 
migratorios requerem energia por longos periodos de tempo. 
Os patos, por exemplo, geralmente voam varies milhares de 
quilometros durante sua migragao anual. Os musculos de voo 
dos passaros migratorios tern alta capacidade oxidativa e ob- 
tem o ATP necessMo por meio da oxidagao da acetil-CoA (ob- 
tida das gorduras) via ciclo do acido citrico. Compare a regula¬ 
gao da glicolise no musculo durante intensa atividade de curta 
duragao, como no case do coelho em fuga, e durante uma ativi¬ 
dade prolongada, como no case do pato migratorio. Por que a 
regulagao deve ser diferente nestes dois cases? 


outros sintomas. Uma biopsia de musculo indica concentragao 
de glicogenio muito mais alta do que o normal. Por que o glico¬ 
genio se acumula? 

Caso D 0 paciente esta letargico, seu figado esta aumen- 
tado, e uma biopsia do orgao mostra quantidade excessiva de 
glicogenio. Ele tambem tern um nivel de glicose sanguinea mais 
baixo do que o normal. Qual e a razao da glicose sanguinea 
baixa neste paciente? 

Enzima com defeito 

(a) PFK-1 muscular 

(b) Fosfomanose-isomerase 

(c) Galactose-1 -fosfato-uridiltransferase 

(d) Glicogenio-fosforilase hepatica 

(e) Triose-cinase 

(f) Lactase da mucosa intestinal 

(g) Maltase da mucosa intestinal 

(h) Enzima de desramificagao muscular 

Tratamento 

1. Corrida diaria de 5 km 

2. Dieta livre de gorduras 

3. Dieta com baixa lactose 

4. Evitar exercicios extenuantes 

5. Grandes doses de niacina (o precursor de NAD^) 

6. Alimentagao frequente (pequenas porgoes) de uma dieta 
normal 


11. Defeitos enzimaticos no metabolismo dos car- 
boidratos. Segue-se o resumo do estudo de quatro ca- 
sos clinicos. Determine, para cada caso, qual enzima esta com 
defeito e indique, a partir da lista fornecida no final do proble- 
ma, o tratamento apropriado. Justifique suas escolhas. Respon- 
da as perguntas em cada estudo de caso. (Talvez voce necessi- 
te recorrer a informagoes do Capitulo 14.) 

Caso A 0 paciente apresenta vomito e diarreia logo apos a 
ingestao de leite. 0 teste de tolerancia a lactose e realizado. (0 
paciente ingere uma quantidade padrao de lactose, e as con- 
centragoes plasmaticas de glicose e de galactose sao medidas 
a intervales. Nas pessoas com metabolismo de carboidratos 
normal, os niveis aumentam ate o maximo em cerca de 1 hora, 
e entao diminuem.) As concentragoes sanguineas de glicose 
e de galactose do paciente nao aumentaram durante o teste. 
Por que a glicose e a galactose aumentam no sangue e depois 
diminuem durante o teste em pessoas saudaveis? Por que nao 
aumentam no paciente? 

Caso B 0 paciente apresenta vomito e diarreia apos a inges¬ 
tao de leite. No seu sangue foi encontrada uma baixa concentra¬ 
gao de glicose, mas uma concentragao muito mais alta do que o 
normal de agucares redutores. 0 exame de urina deu positive 
para galactose. Por que a concentragao de agucares redutores 
esta alta no sangue? Por que a galactose aparece na urina? 

Caso C 0 paciente se queixa de caibras musculares dolori- 
das quando executa exercicio fisico extenuante, mas nao tern 


12. Efeitos da insuficiencia de insulina em uma 
pessoa diabetica. Um homem com diabetes depen- 
dente de insulina e levado a emergencia em estado quase co¬ 
matose. Enquanto passava ferias em um local isolado, ele per- 
deu a medicagao de insulina e estava ha dois dias sem tomar o 
hormonio. 

(a) Para cada tecido listado abaixo, cada uma das vias esta 
mais rapida, mais lenta, ou inalterada neste paciente, em com- 
paragao com o nivel normal obtido pela administragao de quan¬ 
tidade s apropriadas de insulina? 

(b) Para cada via, descreva pelo menos um mecanismo de 
controle responsavel pela mudanga prevista. 

Tecido e via 

1. Adipose: sintese de acidos graxos 

2. Muscular: glicolise; sintese de acidos graxos; sintese de 
glicogenio 

3. Hepatico: glicolise; gliconeogenese; sintese de glicoge¬ 
nio; sintese de acidos graxos; via das pentoses-fosfato 


T 


13. Metabolites sangumeos na insuficiencia de 
insulina. Prediga, para o paciente descrito no Problema 
12, os niveis dos seguintes metabolites no seu sangue antes do 
tratamento na emergencia em relagao aos niveis mantidos du¬ 
rante o tratamento com insulina: (a) glicose; (b) corpos cetoni- 
cos; (c) acidos graxos livres. 

14. Efeitos metabolicos de enzimas mutantes. Prediga 
e explique o efeito de cada um dos seguintes defeitos, cau- 
sados por mutagoes, sobre o metabolismo do glicogenio: (a) 
perda do sitio de ligagao ao cAMP na subunidade reguladora 
da proteina-cinase A (PKA); (b) perda do inibidor da proteina- 
-fosfatase (inibidor 1 na Figura 15-42); (c) superexpressao da 
fosforilase-cinase b no figado; (d) receptores de glucagon alte- 
rados no figado. 

15. Controle hormonal do metabolismo energeti- 

co. Entre o seu jantar e o cafe da manha, sua glicose sangui¬ 
nea diminui e seu figado torna-se um produtor de glicose em 
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vez de consumidor. Descreva a base hormonal para essa troca, 
e explique como a mudanga hormonal desencadeia a produgao 
de glicose pelo figado. 

16. Metabolismo alterado em camundongos manipula- 
dos geneticamente. Os pesquisadores podem manipular os 
genes de um camundongo de forma que um unico gene em um 
unico tecido produz on uma protema inativa (camundongo no- 
caute) ou uma protema sempre (constitutivamente) ativa. Que 
efeitos sobre o metabolismo podem ser previstos para camun¬ 
dongos com as seguintes alteragoes geneticas: (a) nocaute da 
enzima de desramificagao do glicogenio no figado; (b) nocaute 
da hexocinase IV no figado; (c) nocaute da FBPase-2 no figado; 

(d) FBPase constitutivamente ativa no figado; (e) AMPK cons¬ 
titutivamente ativa no musculo; (f) ChREBP constitutivamente 
ativa no figado? 


Problema de analise de dados 

17. Estrutura otima do glicogenio. As celulas muscula- 
res precisam de acesso rapido a grandes quantidades de glico¬ 
se durante o exercicio intense. Esta glicose e armazenada no 
figado e no musculo esqueletico na forma polimerica como par- 
ticulas de glicogenio. A particula tipica contem cerca de 55.000 
residues de glicose (ver Figura 15-35b). Melendez-Hevia, Wa¬ 
ddell e Shelton (1993) exploraram alguns aspectos teoricos da 
estrutura do glicogenio, conforme descrito neste problema. 

(a) A concentragao celular de glicogenio no figado e de 
cerca de 0,01 fiu. Que concentragao celular de glicose livre se- 
ria necessaria para armazenar uma quantidade equivalente de 
glicose? Por que essa concentragao de glicose representa um 
problema para a celula? 

A glicose e liberada do glicogenio pela glicogenio-fosfori- 
lase, enzima que pode remover moleculas de glicose, uma de 
cada vez, da extremidade de uma cadeia de glicogenio. As ca- 
deias de glicogenio sao ramificadas (ver Figuras 15-28 e 15- 
35b), e o grau de ramificagao - o numero de ramificagoes por 
cadeia - tern uma influencia poderosa sobre a velocidade com 
que a glicogenio-fosforilase libera glicose. 

(b) Por que um grau de ramificagao muito baixo (isto e, 
abaixo de um nivel otrmo) reduz a velocidade de liberagao de 
glicose? (Dica: Considere o caso extreme de uma cadeia nao 
ramificada com 55.000 residues de glicose.) 

(c) Por que um grau de ramificagao muito alto tambem 
reduz a velocidade de liberagao de glicose? (Dica: Pense nas 
restrigoes fisicas.) 

Melendez-Hevia e colaboradores fizeram uma serie de cal- 
culos e chegaram a conclusao que duas ramificagoes por cadeia 


(ver Figura 15-35b) sao o numero otimo para as restrigoes des- 
critas acrma. Isso e o que se encontra no glicogenio armazena- 
do no musculo e no figado. 

Para determinar o numero otimo de residues de glicose 
por cadeia, Melendez-Hevia e colaboradores consideraram dois 
partoetros-chave que definem a estrutura de uma particula de 
glicogenio: t = numero de camadas de cadeias de glicose em 
uma particula (a molecula da Figura 15-35b tern cinco cama¬ 
das); = numero de residues de glicose em cada cadeia. Eles 
decidiram encontrar os valores de ^ e que poderiam maxrmi- 
zar tres quantidades: (1) a quantidade de glicose armazenada 
na particula (G^) por unidade de volume; (2) o numero de ca¬ 
deias de glicose nao ramificadas (G^) por unidade de volume 
(i.e., o numero de cadeias na camada mais externa, acessivel a 
glicogenio-fosforilase); e (3) a quantidade de glicose disponivel 
para a fosforilase nestas cadeias nao ramificadas (Gprp). 

(d) Mostre que G^ = 2^ “ \ Esse e o numero de cadeias dis- 
poniveis para a glicogenio-fosforilase antes da agao da enzima 
de desramificagao. 

(e) Mostre que G^, o numero total de cadeias na particula, 

e dado por G^ = 2^ - 1. Assim G^ = ^ Glc& “1)^0 nu¬ 

mero total de residues de glicose na particula. 

(f) A glicogenio-fosforilase nao pode remover glicoses de 

cadeias de glicogenio que tenham menos de cinco residues de 
glicose. Mostre que Gp^ = 4) (2^ ~ ^). Essa e a quantidade 

de glicose disponivel para a glicogenio-fosforilase. 

(g) Com base no tamanho dos residues de glicose e na locali- 
zagao das ramificagoes, a espessura de uma camada de glicoge¬ 
nio e 0,12 nm + 0,35 nm. Mostre que o volume de uma parti¬ 


cula, e dado pela equagao = — tt^^(0,12p'c + 0,35)^ nm^. 

o 

Melendez-Hevia e colaboradores determinaram entao os 
valores otimos de ^ e - aqueles que dao o valor maximo para 
a fungao de qualidade, que maximiza G^, G^ e Gp^, enquanto 
GtGaGpt 


minimiza Vs'.f = 


Vs 


-. Eles constataram que o valor oti¬ 


mo de g^ e independente de t. 

(h) Escolha um valor de t entre 5 e 15 para encontrar o 
valor maximo de g^. Como esse valor e comparado com o de g^ 
encontrado no glicogenio hepatico (ver Figura 15-35b)? (Dica: 
Talvez seja util usar um programa de planilha.) 
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C omo foi visto no Capitulo 14, algumas celulas obtem 
energia (ATP) pela fermentagao, degradando a glico- 
se na ausencia de oxigenio. Para a maioria das celulas 
eucarioticas e muitas bacterias, que vivem em condigoes 
aerobias e oxidam os combustiveis organicos a dioxido de 
carbono e agua, a glicolise e apenas a primeira etapa para 
a oxidagao completa da glicose. Em vez de ser reduzido a 
lactato, etanol on algum outro produto da fermentagao, o 
piruvato produzido pela glicolise e posteriormente oxida- 
do a HgO e COg. Essa fase aerobia do catabolismo e chama- 
da de respiragao. No sentido fisiologico on macroscopico 
mais amplo, respiragao alude a captagao de Og e elimina- 
gao de COg por organismos multicelulares. Bioquimicos e 
biologos celulares, entretanto, utilizam esse termo em um 
sentido mais estrito para referirem-se ao processo molecu¬ 
lar por meio do qual as celulas consomem Og e produzem 
COg - processo mais precisamente denominado respira¬ 
gao celular. 

A respiragao celular acontece em tres estagios princi¬ 
pals (Figura 16-1). No primeiro, moleculas combustiveis 
organicas - glicose, acidos graxos e alguns aminoacidos - 
sao oxidadas para produzirem fragmentos de dois carbonos, 
na forma do grupo acetil da acetil-coenzima A (acetil-CoA). 
No segundo estagio, os grupos acetil entram no cicio do aci¬ 
do citrico, que os oxida enzimaticamente a COg; a energia 
liberada e conservada nos transportadores de eletrons re- 
duzidos NADH e FADHg. No terceiro estagio da respiragao, 
estas coenzimas reduzidas sao oxidadas, doando protons 
(H^) e eletrons. Os eletrons sao transferidos ao Og - o acep- 
tor final de eletrons - por meio de uma cadeia de moleculas 
transportadoras de eletrons, conhecida como cadeia res- 
piratoria. No curso da transferencia de eletrons, a grande 
quantidade de energia liberada e conservada na forma de 
ATP, por um processo chamado de fosforilagao oxidativa 
(Capitulo 19). A respiragao e mais complexa do que a glico¬ 
lise e acredita-se que tenha evoluido muito mais tardiamen- 


te, apos o surgimento das cianobacterias. As atividades me- 
tabolicas das cianobacterias sao responsaveis pelo aumento 
dos niveis de oxigenio na atmosfera terrestre, um momento 
decisivo na historia evolutiva. 

Primeiro sera abordada a conversao de piruvato a gru¬ 
pos acetil e, entao, a entrada destes grupos no cicio do 
acido citrico, tambem chamado de cicio do acido tri- 
carboxilico (TCA, de tricarboxylic acid) ou cicio de 
Krebs (em homenagem ao seu descobridor, Hans Krebs). 
A seguir, serao examinadas as reagoes do cicio e as enzimas 
que as catalisam. Ja que os intermediarios do cicio do acido 
citrico tambem sao desviados como precursores biossin- 
teticos, serao consideradas algumas maneiras pelas quais 
esses intermediarios sao repostos. 0 cicio do acido citrico e 
um pivo do metabolismo, com 
vias catabolicas chegando e 
vias anabolicas partindo, sen- 
do cuidadosamente regulado 
em coordenagao com outras 
vias. 0 capitulo termina com 
uma descrigao da via do glio¬ 
xilato, uma sequencia meta- 
bolica presente em certos or¬ 
ganismos que utiliza algumas 
das mesmas enzimas e reagoes 
utilizadas pelo cicio do acido 
citrico, causando a sintese li- 
quida de glicose a partir dos 
triacilglicerois armazenados. 

16.1 Produ^ao de acetil-CoA (acetato ativado) 

Em organismos aerobios, glicose e outros agucares, acidos 
graxos e a maioria dos aminoacidos sao finalmente oxida- 
dos a COg e HgO pelo cicio do acido citrico e pela cadeia 
respiratoria. Antes de entrarem no cicio do acido citrico, 
os esqueletos de carbono dos agucares e acidos graxos sao 
convertidos ao grupo acetil da acetil-CoA, a forma na qual 
a maioria dos combustiveis entra no cicio. Os carbonos de 
muitos aminoacidos tambem entram no cicio dessa manei- 
ra, embora alguns aminoacidos sejam convertidos a outros 
intermediarios do cicio. Aqui, o foco sera em como o piru¬ 
vato, derivado da glicose e de outros agucares pela glicolise. 



Hans Krebs, 1900-1981 


634 DAVID L. NELSON & MICHAEL M. COX 



FIGURA 16-1 Catabolismo de protemas, gorduras e carboidratos 
durante os tres estagios da respira^ao celular. Estagio 1; a oxidagao 
de acidos graxos, glicose e alguns aminoacidos gera acetil-CoA. Estagio 2: 
a oxidagao dos grupos acetil no cicio do acido citrico inclui quatro etapas 
nas quais os eletrons sao removidos. Estagio 3: os eletrons carreados por 
NADH e EADH 2 convergem para uma cadeia de transportadores de eletrons 
mitocondrial (ou, em bacterias, ligados a membrana plasmatica) - a cadeia 
respiratoria - reduzindo, no final, O 2 a H 2 O. Este fluxo de eletrons impele a 
produgao de ATP. 


ilustra como uma combinagao de modificagoes covalentes 
e mecanismos alostericos resulta em um fluxo precisamen- 
te regulado em uma etapa metabolica. Finalmente, o com- 
plexo da PDH e o prototipo para dois outros importantes 
complexes enzimaticos: a-cetoglutarato-desidrogenase, do 
cicio do acido citrico, e a-cetoacido-desidrogenase de ca¬ 
deia ramificada, das vias de oxidagao de alguns aminoaci¬ 
dos (ver Figura 18-28). A notavel similaridade na estrutura 
de protemas, na exigencia de cofator e nos mecanismos de 
reagao desses tres complexes inquestionavelmente reflete 
uma origem evolutiva comum. 

0 piruvato e oxidado a acetil-CoA e CO^ 

A reagao geral catalisada pelo complexo da piruvato-desi- 
drogenase e uma descarboxilagao oxidativa, um pro- 
cesso de oxidagao irreversivel no qual o grupo carboxil e 
removido do piruvato na forma de uma molecula de COg, e 
os dois carbonos remanescentes sao convertidos ao grupo 
acetil da acetil-CoA (Figura 16-2). 0 NADH formado nessa 
reagao doa um ion hidreto (:H~) para a cadeia respiratoria 
(Figura 16-1), que transferira os dois eletrons ao oxigenio 
ou, em microrganismos anaerobios, a um aceptor de ele¬ 
trons alternative, como nitrate ou sulfato. A transferencia 
de eletrons do NADH ao oxigenio gera, ao final, 2,5 molecu- 
las de ATP por par de eletrons. A irreversibilidade da rea¬ 
gao do complexo da PDH foi demonstrada por experimen- 
tos com marcagao isotopica: o complexo nao pode religar 
COgradioativamente marcado a acetil-CoA para formar uma 
molecula de piruvato com o carboxil marcado. 

0 complexo da piruvato-desidrogenase requer 
cinco coenzimas 

A combinagao de desidrogenagao e descarboxilagao do pi¬ 
ruvato ao grupo acetil da acetil-CoA (Figura 16-2) requer a 
agao sequencial de tres enzimas diferentes e cinco coenzi¬ 
mas diferentes ou grupos prosteticos - pirofosfato de tiami- 
na (TPP, de thiamine pyrophosphate') , dinucleotideo de 
flavina-adenina (FAD, de flavin adenine dinucleotide), 
coenzima A (CoA, algumas vezes denominada CoA-SH, para 
enfatizar a fungao do grupo —SH), dinucleotideo de nico- 
tinamida-adenina (NAD, de nicotinamide adenine dinu¬ 
cleotide) e lipoato. Quatro vitaminas diferentes essenciais 
a nutrigao humana sao componentes vitais desse sistema: 
tiamina (no TPP), riboflavina (no FAD), niacina (no NAD) 


e oxidado a acetil-CoA e COg pelo complexo da piruvato- 
-desidrogenase (PDH, de pyruvate dehydrogenase) , um 
grupo de enzimas - multiplas copias de tres enzimas - loca- 
lizado nas mitocondrias de celulas eucarioticas e no citosol 
de bacterias. 

0 exame cuidadoso desse complexo enzimatico e gra- 
tificante sob diversos aspectos. 0 complexo da PDH e um 
exemplo classico e muito estudado de um complexo mul- 
tienzimatico no qual uma serie de intermediarios quimicos 
permanece ligada as moleculas de enzima a medida que o 
substrate e transformado no produto final. Cinco cofatores, 
quatro derivados de vitaminas, participam do mecanismo 
da reagao. A regulagao desse complexo enzimatico tambem 
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FIGURA 16-2 Reagao geral catalisada pelo complexo da piruvato- 
-desidrogenase. As cinco enzimas participantes desta reagao e as tres en¬ 
zimas que formam o complexo sao discutidas no texto. 
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Grupo 
tiol reativo 



FIGURA16-3 Coenzima A (CoA). Urn grupo hidroxil do acido pantoteni- 
co esta unido a uma molecula de ADP modificada por uma ligapao fosfoes- 
ter, e seu grupo carboxil esta ligado a jS-mercaptoetilamina por uma ligapao 
amida. 0 grupo hidroxil na posipao 3' da molecula de ADP tern urn grupo 


fosfato que nao esta presente no ADP livre. 0 grupo —SH da molecula de 
mercaptoetilamina forma urn tioester com o acetato para formar a acetil- 
-coenzima A (acetil-CoA) (a esquerda, embaixo). 


e pantotenato (na CoA). Foram descritas anteriormente as 
fungoes de FAD e NAD como transportadores de eletrons 
(Capitulo 13) e verificou-se que o TPP era a coenzima da 
piruvato-descarboxilase (ver Figura 14-15). 

A coenzima A (Figura 16-3) tern um grupo tiol reativo 
(—SH) que e crucial para a fungao da CoA como transpor- 
tador de acilas em diferentes reagoes metabolicas. Grupos 
acil sao covalentemente ligados ao grupo tiol, formando 
tioesteres. Devido as energias de ativagao padrao relati- 
vamente altas (ver Figuras 13-16, 13-17), os tioesteres tern 
um alto potencial para a transferencia do grupo acil e po- 
dem doar estes grupos a diversas moleculas aceptoras. 0 
grupo acil unido a coenzima A pode, portanto, ser conside- 
rado “ativado” para transferencia. 

0 quinto cofator do complexo da PDH, o lipoato (Fi¬ 
gura 16-4), tern dois grupos tiol que podem ser reversi- 
velmente oxidados por uma ligagao dissulfeto (—S—S—), 
similar aquela entre dois residuos de Cys em uma proteina. 
Devido a sua capacidade de participar de reagoes de oxi- 
dagao e redugao, o lipoato atua como transportador de ele¬ 
trons (hidrogenio) e como transportador de acilas, como 
sera visto. 

0 complexo da piruvato-desidrogenase consiste em 
tres enzimas distintas 

0 complexo da PDH contem tres enzimas - piruvato-de¬ 
sidrogenase (E^), di-hidrolipoil-transacetilase (Eg) e 
di-hidrolipoil-desidrogenase (Eg) - cada uma presente 
em multiplas copias. 0 numero de copias de cada enzima 
e, portanto, o tamanho do complexo varia entre especies. 
0 complexo da PDH isolado de mamiferos apresenta um 
diametro de cerca de 50 um - mais de cinco vezes o ta¬ 
manho de um ribossomo inteiro e grande o suficiente para 
ser visto por microscopia eletronica (Figura 16-5a). Na 
enzima bovina, 60 copias identicas de Eg formam um do- 
decaedro pentagonal (o centro) com um diametro de apro- 
ximadamente 25 um (Figura 16-5b). (0 centro da enzima 


de Escherichia coli contem 24 copias de Eg.) Eg e o ponto 
de conexao para o grupo prostetico lipoato, unido ao grupo 
6:-amino de um residue de Lys por uma ligagao amida (Fi¬ 
gura 16-4). Eg tern tres dominios funcionalmente distintos 
(Figura 16-5c): o dominio lipoil na porgao aminoterminal, 
contendo o(s) residue (s) de lipoil-Lys; o dominio de liga- 
gdo a Ej e Eg na porgao central; e o dominio aciltransfe- 
rase na porgao central mais interna, o qual contem o sitio 
ativo da aciltransferase. 0 complexo da PDH de levedura 
tern um unico dominio lipoil ligado ao lioato, mas o com¬ 
plexo em mamiferos tern dois e, em E. coli, tres (Figura 
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FIGURA I 6-4 Acido lipoico (lipoato) em ligagao amida com um resi- 
duo de Lys. A porgao lipoil-lisina e o grupo prostetico da di-hidrolipoil-tran¬ 
sacetilase (E 2 do complexo da PDH). 0 grupo lipoil ocorre na forma oxidada 
(dissulfeto) e reduzida (ditiol) e atua como transportador de hidrogenio e 
grupo acetil (ou outro grupo acil). 
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0 numero de dommios 
lipoil varia com a especie. 

Conector 


E.coli Mamiferos Levedura polipeptidico 
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FIGURA 16-5 Complexo da piruvato-desidrogenase. (a) Micrografia 
crioeletronica de complexes da PDH isolados de rins de bovino. Na micros- 
copia crioeletronica, as amostras biologicas sao visualizadas em tempera- 
turas extremamente baixas; isto evita os potenciais artefatos introduzidos 
pelos processes usuais de desidratagao, fixagao e coloragao. (b) Imagem 
tridimensional do complexo da PDH, mostrando a estruturagao das subu- 
nidades: E^, piruvato-desidrogenase; E 2 , di-hidrolipoil-transacetilase; e E 3 , 
di-hidrolipoil-desidrogenase. Esta imagem foi reconstruida pela analise de 
urn grande numero de imagens como aquelas em (a), em combinagao com 
estudos cristalograficos das subunidades individuais. 0 centre (em verde) 
consiste em 60 moleculas de E 2 , arranjadas em 20 trimeros que formam urn 
dodecaedro pentagonal. 0 dominio lipoil de E 2 (em azul) estende-se para 
fora para conectar-se aos sitios ativos das moleculas de E^ (em amarelo) ar¬ 
ranjadas ao redor do centre de E 2 . Algumas subunidades E 3 (em vermelho) 
tambem estao unidas ao centre, no qual urn brago flexivel de E 2 pode alcan- 
gar seus sitios ativos. Urn asterisco marca o local onde urn grupo lipoil esta 
ligado ao dominio lipoil de E 2 . Para tornar a estrutura mais clara, aproxima- 
damente metade da porgao frontal do complexo foi removida. Este mode- 
lo foi preparado per Z.H. Zhou e colaboradores (2001); em outro modelo, 
proposto por J.L.S. Milne e colaboradores (2002), as subunidades de E 3 estao 
localizadas mais perifericamente (ver Leituras Adicionais). (c) E 2 consiste em 
tres tipos de dominios conectados por polipeptideos curtos: urn dominio 
catalitico aciltransferase; urn dominio de ligagao, envolvido na ligagao de E 2 a 
E^ e E 3 ; e urn ou mais (dependendo da especie) dominios lipoil. 


16-5c). Os dommios de Eg sao separados por conectores, 
sequencias de 20 a 30 residues de aminoacidos, rices em 
Ala e Pro e intercalados com residues carregados; esses co¬ 
nectores tendem a assumir formas estendidas, mantendo os 
tres dommios afastados. 

0 sitio ativo de esta ligado ao TPP, e o de Eg esta liga¬ 
do ao FAD. Duas proteinas de regulagao tambem fazem par¬ 
te do complexo, uma proteina-cinase e uma fosfoproteina- 
-fosfatase, como discutido a seguir. Essa estrutura E^-Eg-Eg 
basica tern side conservada durante a evolugao e e utilizada 
em diversas reagoes metabolicas similares, incluindo a oxi- 
dagao do a-cetoglutarato no ciclo do acido citrico (descrita 
a seguir) e a oxidagao dos a-cetoacidos derivados da degra- 
dagao dos aminoacidos de cadeia ramificada valina, isoleu- 
cina e leucina (ver Figura 18-28). Dentro de uma determi- 
nada especie, a Eg do complexo da PDH e identica a Eg dos 
outros dois complexes enzimaticos. A ligagao do lipoato a 
extremidade da cadeia lateral de uma Lys em Eg gera um 
brago longo e flexivel que pode se estender do sitio ativo 
de E^ ate os sitios ativos de Eg e Eg, possivelmente a uma 
distancia de 5 nm ou maior. 

Na canaliza^o do substrato, 0 intermediario nunca 
deixa a superfi'cie da enzima 

A Figura 16-6 mostra esquematicamente como o com¬ 
plexo da piruvato-desidrogenase conduz as cinco reagoes 
consecutivas para a descarboxilagao e desidrogenagao do 
piruvato. A etapa O e essencialmente identica a reagao 
catalisada pela piruvato-descarboxilase (ver Figura 14- 
15c); o C-1 do piruvato e liberado como COg, e o C-2, que 
no piruvato esta no estado de oxidagao de um aldeido, 
e unido ao TPP como um grupo hidroxietil. A primeira 
etapa e a mais lenta e, consequentemente, limita a velo- 
cidade da reagao global. Ela tambem e o ponto no qual o 
complexo da PDH confirma sua especificidade ao subs¬ 
trato. Na etapa @, o grupo hidroxietil e oxidado ao nivel 
de um acido carboxilico (acetato). Os dois eletrons re- 
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FIGURA 16-6 Descarboxila^ao oxidativa do piruvato a acetil-CoA 
pelo complexo da PDH. 0 destine da molecula de piruvato esta impresso 
em vermelho. Na etapa O, o piruvato reage com o pirofosfato de tiamina 
(TPP) ligado a piruvato-desidrogenase (E^), sendo descarboxilado ao deriva- 
do hidroxietil (ver Figura 14-15). A piruvato-desidrogenase tambem processa 
a etapa 0, a transferencia de dois eletrons e do grupo acetil a partir do TPP 
para a forma oxidada do grupo lipoil-lisina do centre do complexo, di-hidro- 
lipoil-transacetilase (E 2 ), formando o acetil-tioester do grupo lipoil reduzido. 
A etapa 0 e uma transesterificagao na qual o grupo —SH da CoA substi- 


tui o grupo —SH de E 2 , produzindo acetil-CoA e a forma completamente 
reduzida (ditiol) do grupo lipoil. Na etapa O, a di-hidrolipoil-desidrogenase 
(E3) promove a transferencia de dois atomos de hidrogenio dos grupos lipoil 
reduzidos de E 2 ao grupo prostetico FAD de E 3 , restaurando a forma oxidada 
do grupo lipoil-lisina de E 2 . Na etapa 0, o FADH 2 reduzido de E 3 transfere urn 
ion hidreto ao NAD^, formando NADH. 0 complexo enzimatico esta agora 
pronto para outro cicio catalitico. (As cores das subunidades correspondem 
aquelas na Figura 16-5b.) 


movidos nessa reagao reduzem a —S—S— de um grupo 
lipoil em Eg a dois grupos tiol (—SH). 0 acetil produzido 
nesta reagao de oxidagao-redugao e primeiramente este- 
rificado a um dos grupos —SH do lipoil e, entao, transes- 
terificada a CoA para formar acetil-CoA (etapa @). Desse 
modo, a energia da oxidagao impele a formagao de um 
tioester de acetate altamente energetico. As reagoes re- 
manescentes catalisadas pelo complexo da PDH (por Eg, 
nas etapas O e ©) sao transferencias de eletrons neces- 
sarias para a regeneragao da forma oxidada (dissulfeto) 
do grupo lipoil de Eg, preparando o complexo enzimatico 
para um novo cicio de oxidagao. Os eletrons removidos 
do grupo hidroxietil derivado do piruvato sao passados ao 
NAD^pelo FAD. 

Essenciais ao mecanismo do complexo da PDH sao os 
bragos flexiveis de lipoil-lisina de Eg, que recebem os dois 
eletrons e o grupo acetil de E^ e os passam a Eg. Todas 
essas enzimas e coenzimas estao agrupadas, permitindo 
que os intermediaries reajam rapidamente sem afasta- 
rem-se da superficie do complexo enzimatico. A sequen- 
cia de cinco reagoes mostrada na Figura 16-6 e, assim, 
um exemplo de canalizagao do substrate. Os interme¬ 
diaries da sequencia em multiplas etapas nunca deixam 
o complexo, e a concentragao local do substrate de Eg e 
mantida muito alta. A canalizagao tambem evita o “roubo” 
do grupo acetil ativado por outras enzimas que utilizam 
esse grupo como substrate. Como sera visto, um mecanis¬ 
mo similar de aprisionamento da canalizagao do substrate 
entre sitios ativos e utilizado por algumas outras enzimas, 
com lipoato, biotina ou moleculas similares a CoA servin- 
do como cofatores. 

Como pode ser previsto, mutagoes nos genes das su¬ 
bunidades do complexo da PDH, ou uma deficiencia 


de tiamina na dieta, podem ter graves consequencias. 
Animais com deficiencia de tiamina sao incapazes de oxi- 
dar o piruvato normalmente. Isso e especialmente impor- 
tante para o cerebro, que costuma obter toda sua energia 
por meio da oxidagao aerobia da glicose, em uma via que 
necessariamente inclui a oxidagao do piruvato. O beri- 
-beri, doenga resultante da deficiencia de tiamina, carac- 
teriza-se pela perda da fungao neural. Essa doenga ocorre 
principalmente em populagoes cuja dieta consiste basica- 
mente em arroz branco (polido), que carece da casca 
onde a maioria da tiamina do arroz e encontrada. Pessoas 
que consomem habitualmente grandes quantidades de al- 
cool tambem podem desenvolver deficiencia de tiamina, 
pois a maior parte da dieta ingerida consiste nas “calorias 
vazias”, sem vitaminas, das bebidas destiladas. Um nivel 
de piruvato sangumeo elevado frequentemente e um indi- 
cativo de defeitos na oxidagao do piruvato devido a uma 
destas causas. ■ 

RESUMO 16.1 Produ^ao de acetil-CoA (acetato ativado) 

► Piruvato, o produto da glicolise, e convertido a acetil- 
-CoA, o material de partida para o cicio do acido citrico, 
pelo complexo da piruvato-desidrogenase. 

► 0 complexo da PDH e composto por multiplas copias 
de tres enzimas: piruvato-desidrogenase, E^ (ligada ao 
cofator TPP); di-hidrolipoil-transacetilase. Eg (covalen- 
temente ligada ao grupo lipoil); e di-hidrolipoil-desidro- 
genase. Eg (com os cofatores FAD e NAD). 

► E^ catalisa a primeira descarboxilagao do piruvato, pro¬ 
duzindo hidroxietil-TPP, e entao a oxidagao do grupo hi¬ 
droxietil a um grupo acetil. Os eletrons dessa oxidagao 
reduzem o dissulfeto do lipoato ligado a Eg, e o grupo 
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acetil e transferido em uma ligagao tioester a um gmpo 
—SH do lipoato reduzido. 

► Eg catalisa a transferencia do gmpo acetil para a coenzi- 
ma A, formando acetil-CoA. 

► Eg catalisa a regeneragao da forma dissulfeto (oxidada) 
do lipoato; os eletrons passam primeiramente ao FAD, e 
entao ao NAD"^. 

► Os longos bragos de lipoil-lisina movem-se livremente 
entre o sitio ativo de E^ e os sitios ativos de Eg e Eg, 
prendendo os intermediarios ao complexo enzimatico e 
possibilitando a canalizagao do substrato. 

► A organizagao do complexo da PDH e muito similar 
aquela dos complexos enzimaticos que catalisam a oxi- 
dagao do a-cetoglutarato e dos a-cetoacidos de cadeia 
ramificada. 

16.2 Rea^des do cklo do acido citrico 

Agora serao focalizados os processos por meio dos quais 
a acetil-CoA e oxidada. Essa transformagao quimica e 
realizada pelo ciclo do acido citrico, a primeira via cicli- 
ca descoberta (Figura 16-7). Para iniciar uma rodada do 
ciclo, a acetil-CoA doa seu grupo acetil ao composto de 
quatro carbonos oxaloacetato, formando o composto de 
seis carbonos citrato. 0 citrato e, em seguida, transforma- 
do a isocitrato, tambem uma molecula com seis carbonos, 
o qual e desidrogenado com a perda de COg para produzir 
o composto de cinco carbonos a-cetoglutarato (tambem 
chamado de oxoglutarato). 0 a-cetoglutarato perde uma 
segunda molecula de COg, originando ao final o compos¬ 
to de quatro carbonos succinato. 0 succcinato e, entao, 
convertido por quatro etapas enzimaticas ao composto de 
quatro carbonos oxaloacetato - que esta, assim, pronto 
para reagir com outra molecula de acetil-CoA. Em cada ro¬ 
dada do ciclo entra um grupo acetil (dois carbonos) na for¬ 
ma de acetil-CoA, e sao removidas duas moleculas de COg; 
uma molecula de oxaloacetato e utilizada para a formagao 
do citrato e uma molecula de oxaloacetato e regenerada. 
Nao ocorre nenhuma remogao liquida de oxaloacetato; 
teoricamente, uma molecula de oxaloacetato pode parti- 
cipar da oxidagao de um numero infinito de grupos acetil, 
e, na verdade, o oxaloacetato esta presente nas celulas em 
concentragoes muito baixas. Quatro das oito etapas deste 
processo sao oxidagoes, nas quais a energia da oxidagao e 
conservada de maneira muito eficiente na forma das coen- 
zimas reduzidas NADH e FADHg. 

Como mencionado antes, embora o ciclo do acido citrico 
seja fundamental ao metabolismo gerador de energia, sua 
fungao nao esta limitada a conservagao energetica. Inter¬ 
mediaries do ciclo com quatro e cinco carbonos servem 
como precursores para uma ampla variedade de produtos. 
Para repor os intermediarios removidos com este proposito, 
as celulas utilizam reagoes anapleroticas (de reposigao), as 
quais sao descritas a seguir. 

Eugene Kennedy e Albert Lehninger mostraram em 
1948 que, em eucariotos, o conjunto inteiro das reagoes do 
ciclo do acido citrico acontece na mitocondria. Foi mos- 
trado que as mitocondrias isoladas nao apenas continham 


todas as enzimas e coenzimas necessarias para o ciclo do 
acido citrico, mas tambem todas as enzimas e proteinas 
necessarias para o ultimo estagio da respiragao - a trans¬ 
ferencia de eletrons e a sintese de ATP pela fosforilagao 
oxidativa. Como sera visto nos capitulos posteriores, a mi¬ 
tocondria tambem contem as enzimas para a conversao de 
acidos graxos e alguns aminoacidos em acetil-CoA, e para 
a conversao oxidativa de outros aminoacidos em a-ceto- 
glutarato, succinil-CoA ou oxaloacetato. Dessa maneira, 
em eucariotos nao fotossinteticos, a mitocondria e o local 
onde ocorre a maioria das reagoes oxidativas geradoras de 
energia e a sintese acoplada de ATP. Em eucariotos fotos¬ 
sinteticos, a mitocondria e o principal local de produgao de 
ATP no escuro, porem, a luz do dia, os cloroplastos geram 
a maior parte do ATP desses organismos. Em bacterias, 
as enzimas do ciclo do acido citrico estao no citosol, e a 
membrana plasmatica desempenha uma fungao semelhan- 
te aquela da membrana mitocondrial interna para a sintese 
de ATP (Capitulo 19). 

A sequencia das reaves do ciclo do acido citrico e 
quimicamente logica 

A acetil-CoA produzida pela quebra de carboidratos, gordu- 
ras e proteinas deve ser completamente oxidada a COg para 
que o maximo da energia potencial possa ser extraido des- 
tes combustiveis. No entanto, a oxidagao direta do acetato 
(ou da acetil-CoA) a COg nao e bioquimicamente possivel. A 
descarboxilagao deste acido com dois carbonos produziria 
COg e metano (CHJ. 0 metano e quimicamente estavel, e 
com excegao de certas bacterias metanotroficas que cres- 
cem em nichos ricos em metano, organismos nao possuem 
os cofatores e enzimas necessaries para a oxidagao do me¬ 
tano. Os grupos metileno (—CHg—), entretanto, sao pron- 
tamente metabolizados pelos sistemas enzimaticos presen- 
tes na maioria dos organismos. Nas sequencias de oxidagao 
tipicas, estao envoMdos dois grupos metileno adjacentes 
(—CHg—CHg—), sendo pelo menos um desses adjacente a 
um grupo carbonil. Como foi observado no Capitulo 13 (p. 
513), os grupos carbonil sao particularmente importantes 
nas transformagoes quimicas das rotas metabolicas. 0 car- 
bono do grupo carbonil tern uma carga parcial positiva devi- 
da a capacidade de atrair eletrons do oxigenio do carbonil, e 
e, portanto, um centre eletrofilico. Um grupo carbonil pode 
facilitar a formagao de um carbanion em um carbono adja¬ 
cente pelo deslocamento da carga negativa do carbanion. 
0 ciclo do acido citrico mostra um exemplo da oxidagao de 
um grupo metileno quando o succinato e oxidado (etapas 
0 a 0 na Figura 16-7), formando um grupo carbonil (no 
oxaloacetato) que e quimicamente mais reativo do que o 
metano ou um grupo metileno. 

Em resume, para a acetil-CoA ser oxidada de maneira 
eficiente, o seu grupo metil deve estar ligado a alguma coi- 
sa. A primeira etapa do ciclo do acido citrico resolve ele- 
gantemente o problema do grupo metil pouco reativo por 
meio da condensagao da acetil-CoA com o oxaloacetato. 
0 carbonil do oxaloacetato atua como centre eletrofilico, 
que e atacado pelo carbono do grupo metil da acetil-CoA 
em uma condensagao de Claisen (p. 513) para a forma- 
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Acetil-CoA 


© 

Desidrogena^ao: 

oxida^ao do —OH 
completa a sequencia 
de oxida^ao; carbonil 
gerado posicionado 
para facilitar a 
condensa^ao de 
Claisen na proxima 
eta pa. 


Oxaloacetato 


0=C-C00- 



Condensa^ao de Claisen: 

grupo metil da acetil-CoA 
convertido a metileno no 
citrato. 


CoA-SH 


Citrato 


COO" 


I 

CHo—COO“ 


HO—C—COO“ 

I 

CHo—COO“ 


Desidrata^ao/reidrata^ao: 

grupo —OH do citrato 
reposicionado no isocitrato 
preparando para a descar- 
boxilagao da proxima etapa. 




Malato 


Hidrata^ao: 


COO“ 

adigao de 


1 

agua a ligagao 

HO—CH 

1 

dupla 


CH 2 

introduz 


1 

0 grupo 


COO“ 

—OH para 

> 


a proxima 



etapa de 


Fumarase 

oxidagao. 



H20-^ 

( 


Reidrata^ao 


Fumarato 



cis-Aconitato 


Desidrogena^ao: 

introdu^ao da 
liga^ao dupla inicia 
a sequencia de 
oxida^ao do 
metileno. 


Succinato 


a-Cetoglutarato 


Descarboxila^ao 

oxidativa: 

grupo —OH oxidado 
a carbonil, o que, 
porsua vez, facilita a 
descarboxila^ao por 
meio da estabilizagao 
do carbanion 
formado no carbono 
adjacente. 


Fosforila^ao ao nivel do substrato: 

energia do tioester conservada na 
liga^ao fosfoanidrido do GTP ou ATP. 


Descarboxila^ao oxidativa: 

mecanismo similar a 
piruvato-desidrogenase; 
dependente do carbonil no 
carbono adjacente. 


FIGURA16-7 Reaves do cicio do acido citrico. Os atomos de carbono 
sombreados em cor salmao sao aqueles derivados do acetato da acetil-CoA 
durante a primeira rodada do cicio; estes noo sao os carbonos liberados na 
forma de CO 2 durante a primeira rodada. Observe que, no succinato e no 
fumarato, o grupo de dois carbonos derivado do acetato nao pode mais ser 
especificamente indicado; como succinato e fumarato sao moleculas sime- 
tricas, C-1 e C-2 sao indistinguiveis de C-4 e C-3.0 numero ao lado de cada 

gao do citrato (etapa O na Figura 16-7). 0 grupo metil 
do acetato e convertido a metileno no acido citrico. Esse 
acido tricarboxilico, entao, prontamente passa por uma 


etapa de reaqao corresponde a urn topico numerado nas p. 640-647. As setas 
em vermelho mostram onde a energia e conservada pela transferencia de 
eletrons ao FAD ou NAD^, formando FADH 2 ou NADH + H^. As etapas O, 
© e O sao essencialmente irreversiveis na celula; todas as outras etapas sao 
reversiveis. 0 nucleosideo trifosfatado produzido na etapa © pode ser tanto 
ATP quanto GTP, dependendo da isoenzima de succinil-CoA-sintetase que 
esta catalisando a reaqao. 

serie de oxidagoes que eliminam dois carbonos na forma 
de COg. Observe que todas as etapas levando a quebra ou 
a formagao de ligagoes carbono-carbono (etapas O, @ e 
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O) dependem de gmpos carbonil apropriadamente posi- 
cionados. Como em todas as rotas metabolicas, existe uma 
logica qmmica na sequencia das etapas do ciclo do acido 
citrico: cada etapa envolve ou uma oxidagao que conserve 
energia ou ela e um preludio necessario para a oxidagao, 
colocando grupos funcionais em posigoes que facilitem a 
oxidagao ou a descarboxilagao oxidativa. A medida que for 
aprendendo as etapas do ciclo, relembre o raciocmio qui- 
mico para cada uma; isso tornara o processo mais facil de 
entender e lembrar. 


0 ciclo do acido citrico tern oito etapas 

No exame das oito etapas de reagao consecutivas do ciclo 
do acido citrico, sera dada especial enfase nas transforma- 
goes quimicas que ocorrem a medida que o citrate formado 
a partir de acetil-CoA e oxaloacetato e oxidado produzindo 
COg e em como a energia dessa oxidagao e conservada nas 
coenzimas reduzidas NADH e FADHg. 

O Forma^ao do citrato. A primeira reagao do ciclo e a con- 
densagao de acetil-CoA e oxaloacetato para a formagao 

do citrato, catalisada pela citrato-sintase: 



S-CoA 

Acetil-CoA 


0=C-C00“ 

I 

CHo—COO” 


Oxaloacetato 


H 2 O CoA-SH 



Citrato-sintase 



Citrato 


AG'° = -32,2 kJ/mol 

Nessa reagao, o carbono do metil do grupo acetil e uni- 
do ao grupo carbonil (C-2) do oxaloacetato. Citroil-CoA 
e o intermediario transitoriamente formado no sitio ativo 
da enzima (ver Figura 16-9). Esse intermediario e rapida- 
mente hidrolisado em CoA livre e citrato, que sao libera- 
dos do sitio ativo. A hidrolise desse intermediario tioester 
de alta energia torna a reagao direta altamente exergoni- 
ca. A grande e negativa variagao de energia livre padrao da 
reagao da citrato-sintase e fundamental para o funciona- 
mento do ciclo, pois, como mencionado anteriormente, a 
concentragao de oxaloacetato normalmente e muito baixa. 
A CoA liberada nessa reagao e reciclada para participar da 
descarboxilagao oxidativa de outra molecula de piruvato 
pelo complexo PDH. 

A citrato-sintase mitocondrial foi cristalizada e analisa- 
da por difragao de raios X na presenga e na ausencia de 
substrates e inibidores (Figura 16-8). Cada subunidade 
dos homodimeros da enzima e um unico polipeptideo com 
dois dominies, um deles grande e rigido, e o outro menor e 
mais flexivel, com o sitio ativo entre eles. Oxaloacetato, o 
primeiro substrate a se ligar a enzima, induz uma grande 
alteragao conformacional no dominio flexivel, criando um 


(a) 



Analogo da acetil-CoA 
Oxaloacetato 



Oxaloacetato 


Analogo da acetil-( 


•4 

-CoA 


(b) 



FIGURA 16-8 Estrutura da citrato-sintase. 0 dominio flexivel de cada 
subunidade passa por uma alterapao conformacional apos a ligapao ao oxa¬ 
loacetato, criando um sitio de ligapao para a acetil-CoA. (a) Forma aberta da 
enzima isolada (PDB ID, 5CSC); (b) forma fechada ligada ao oxaloacetato e a 
um analogo estavel da acetil-CoA (carboximetil-CoA) (derivada de PDB ID 
5CTS). Nestas representapoes, uma subunidade esta colorida em bege e a 
outra em verde. 


sitio de ligagao para o segundo substrate, acetil-CoA. Quan- 
do o citroil-CoA e formado no sitio ativo da enzima, outra 
alteragao conformacional causa a hidrolise do tioester, libe- 
rando CoA-SH. Esse encaixe induzido da enzima, primeiro 
ao substrate e posteriormente ao intermediario da reagao, 
diminui a probabilidade de que a clivagem da ligagao tioes¬ 
ter da acetil-CoA seja prematura e improdutiva. Os estudos 
cineticos da enzima sao consistentes com este mecanismo 
bissubstrato ordenado (ver Figura 6-13). A reagao catalisa¬ 
da pela citrato-sintase e fundamentalmente uma conden- 
sagao de Claisen (p. 513), envolvendo um tioester e uma 
cetona (oxaloacetato) (Figura 16-9). 
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0 Forma^ao de isocitrato via c/s-aconitato. A enzima aconi- 
tase (mais formalmente, aconitato-hidratase) catalisa a 
transformagao reversivel do citrato a isocitrato, pela for- 
magao intermediaria do acido tricarboxilico c/s-aconitato, 
o qual normalmente nao se dissocia do sitio ativo. A aco- 


H 

N= 


His320- 


N—H 


o=c—coo- 

I 

H 2 C—COO- 
Oxaloacetato 


His274 


H 


I 


O 


HC^C— S-CoA 
Acetil-CoA 

o., p- 


Citrato-sintase 


Asp3 


A liga^ao tioester na acetil-CoA ativa os 
hidrogenios do metil. O Asp^^s remove urn 
proton do grupo metil, formando um 
intermediario enolato. O intermediario e 
estabilizado por liga^oes de hidrogenio 
e/ou protona^ao pela His274 (a protonagao 
completa esta mostrada). 


o 



nitase pode promover a adigao reversivel de HgO a ligacao 
dupla do c^s-aconitato ligado a enzima de duas maneiras 
diferentes, uma levando a citrato e a outra a isocitrato: 


CH 2 —COO“ 

H(>| -c— COO" 
@-C— COO“ 

H 


Citrato 


[H 2 OI 

Aconitase 


CH 2 —COO“ 

I 

C—COO“ 

II 

C-COO“ 

I 

H 

c/s-Aconitato 


H 2 O 


CH 2 —COO“ 

H—C—COO“ 

I 

HO—C—H 

I 

COO“ 

Isocitrato 


AG'° = 13,3 kJ/mol 

Embora a mistura em equilibrio a pH 7,4 e 25°C contenha 
menos de 10% de isocitrato, na celula a reagao e deslo- 
cada para a direita porque o isocitrato e rapidamente 
consumido na proxima etapa do ciclo, o que diminui sua 
concentragao no estado estacionario. A aconitase contem 
um centro de ferro-enxofre (Figura 16-10), que atua 
tanto na ligagao do substrato ao sitio ativo quanto na adi¬ 
gao ou na remogao catalitica de H 2 O. Em celulas exauri- 
das de ferro, a aconitase perde o centro de ferro-enxofre e 
adquire uma nova fungao na regulagao da homeostase do 
ferro. A aconitase e uma de muitas enzimas caracterizadas 
por realizar mais de uma fungao (enzimas moonlighting^ 
(Quadro 16-1). 

© Oxida^ao do isocitrato a a-cetoglutarato e CO 2 . Na proxima 
etapa, a isocitrato-desidrogenase catalisa a descarbo- 
xilagao oxidativa do citrato para formar a-cetoglutarato 
(Figura 16-11). 0 Mn^^ presente no sitio ativo interage 


O enol(ato) rearranja-se para atacar o 
carbono do carbonil do oxaloacetato, com a 
His274 posicionada para recuperar o proton 
que ela previamente cedeu. A His^^o atua 
como acido. A condensagao resultante 
produzcitroil-CoA. 


His320 




H II 

HC— C-S-CoA 


I 

HO-C—COO- 

I 

CHo—COO- 


Citroil-CoA 


Asp^^^ 


MECANfSMO-FIGURA I6-9 Citrato-sintase. Na reagao da citrato-sintase 
em mamiferos, o oxaloacetato liga-se primeiro, em uma sequencia de reagao 
estritamente ordenada. Esta ligagao inicia uma alteragao na conformagao 
que abre o sitio de ligagao para a acetil-CoA. 0 oxaloacetato esta especifica- 
mente orientado no sitio ativo da citrato-sintase pela interagao de seus dois 
carboxilatos com dois residuos positivamente carregados de Arg (nao mos- 
trados aqui). ^ Mecanismo da dtrato-sintase 
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QUADR016-1 Enzimas com mais de uma fun^ao 


A maxima “um gene-uma enzima”, formulada por George 
Beadle e Edward Tatum em 1940 (ver Capitulo 24), seguiu 
incontestada durante grande parte do seculo XX, assim 
como ocorreu com a hipotese associada de que cada pro- 
teina possui apenas uma fungao. Recentemente, porem, 
muitas excegoes admiraveis a essa simples formula foram 
descobertas - situagoes nas quais uma unica proteina codi- 
ficada por um unico gene e claramente ^’‘moonlighting'’^ 
cumprindo mais de uma fungao dentro da celula. A aconi- 
tase e uma dessas proteinas: ela atua tanto como enzima 
quanto como regulador da sintese proteica. 

As celulas eucarioticas tern duas isoenzimas da aco- 
nitase. A isoenzima mitocondrial converte citrato a iso- 
citrato no ciclo do acido citrico. A isoenzima citosolica 
possui duas fungoes. Ela catalisa a conversao de citrato 
a isocitrato, fornecendo o substrato para uma isocitrato- 
-desidrogenase citosolica que produz NADPH com poder 
redutor para a sintese de acidos graxos e outros proces¬ 
ses anabolicos no citosol. Tambem tern uma fungao na 
homeostase celular do ferro. 

Todas as celulas devem obter o ferro para a atividade 
das muitas proteinas que o requerem como cofator. Em 
humanos, a deficiencia grave de ferro resulta em anemia, 
em suprimento insuficiente de eritrocitos e em uma redu- 
gao da capacidade transportadora de oxigenio que podem 
ser fatais. 0 excesso de ferro tambem e prejudicial: ele 
se deposita e danifica o figado na hemocromatose e em 
outras doengas. 0 ferro ingerido na dieta e transportado 
na corrente sanguinea pela proteina transferrina e entra 
nas celulas por meio da endocitose mediada pelo recep¬ 
tor de transferrina. Uma vez dentro da celula, o ferro e 
utilizado na sintese de hemes, citocromos, proteinas Fe-S 
e outras proteinas dependentes de Fe, e o excesso de fer¬ 


ro e armazenado em ligagao com a proteina ferritina. Os 
niveis de tranferrina, receptor de transferrina, e ferritina 
sao, portanto, cruciais para a homeostase celular de ferro. 
A sintese dessas tres proteinas e regulada em resposta a 
disponibilidade de ferro - e a aconitase, em uma de suas 
fungoes, desempenha uma fungao-chave na regulagao. 

A aconitase tern um agrupamento Fe-S essencial no 
sitio ativo (ver Figura 16-10). Quando uma celula e exau- 
rida de ferro, esse agrupamento Fe-S e desmantelado e a 
enzima perde sua atividade como aconitase. Entretanto, a 
apoenzima (apoaconitase, carecendo do agrupamento Fe- 
S) assim formada adquire agora sua segunda atividade - a 
capacidade de ligar-se a sequencias especificas nos mRNA 
do receptor de transferrina e da ferritina, regulando dessa 
maneira a sintese proteica ao nivel da tradugao. Duas pro- 
teinas reguladoras de ferro, IRPl e IRP2 (IRP de iron 
regulation protein'), foram descobertas independente- 
mente como reguladoras do metabolismo do ferro. Como 
provado posteriormente, IRPl e identica a apoaconitase 
citosolica, e IRP2 e muito semelhante a IRPl em estrutu- 
ra e fungao, porem, ao contrario de IRPl, IRP2 nao pode 
ser convertida a aconitase enzimaticamente ativa. Ambas 
IRPl e IRP2 se ligam a regioes nos mRNA que codificam 
a ferritina e o receptor de transferrina, com consequen- 
cias sobre a mobilizagao e a captagao de ferro. Essas se¬ 
quences no mRNA fazem parte de estruturas em grampo 
Cp. 292) chamadas de elementos de resposta a ferro 
(IRE, de iron response elements), localizadas nas extre- 

[ferro] baixa [ferro] alta 



FIGURA Q-1 0 efeito de IRPl e IRP2 sobre 

os mRNA da ferritina e do receptor de trans¬ 
ferrina. 
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FIGURA 16-10 Centro de ferro-enxofre da aconitase. 0 centre de 
ferro-enxofre esta em vermelho, e a molecula de citrato esta em azul.Tres 
residues de Cys da enzima ligam tres atomos de ferro; o quarto ferro esta 
ligado a um dos grupos carboxil do citrato e tambem interage nao cova- 
lentemente com um grupo hidroxil do citrato (ligagao descontinua). Um 
residue basico (:B) na enzima auxilia no posicionamento do citrato no sitio 
ativo. 0 centre de ferro-enxofre atua na ligagao do substrato e na catalise. 
As propriedades gerais das proteinas ferro-enxofre estao discutidas no Ca¬ 
pitulo 19 (ver Figura 19-5). 
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midades 3' e 5' dos mRNA (Figura Q-1). Quando ligadas 
a sequencia IRE da regiao 5' nao traduzida do mRNA da 
ferritina, as IRP bloqueiam a smtese de ferritina; quando 
ligadas as sequencias IRE da regiao 3' nao traduzida do 
mRNA do receptor de transferrina, as IRP estabilizam o 
mRNA, impedindo sua degradagao e possibilitando a sm¬ 
tese de mais copias da proteina receptora por molecula de 
mRNA. Assim, em celulas com deficiencia de ferro, a cap- 
tagao de ferro torna-se mais eficiente e o armazenamento 
de ferro Qigado a ferritina) e reduzido. Quando a concen- 
tragao celular de ferro retorna aos niveis normais, IRPl e 
convertida a aconitase, e IRP2 e degradada por proteolise, 
encerrando a resposta aos baixos niveis de ferro. 

A aconitase enzimaticamente ativa e a apoaconitase 
com atividade reguladora (na segunda jornada da pro- 
teina) apresentam estruturas diferentes. Como aconitase 
ativa, a proteina tern dois lobulos que se fecham ao re- 
dor do agrupamento Fe-S; como IRPl, os dois lobulos se 
abrem, expondo o sitio de ligagao ao mRNA (Figura Q-2). 

A aconitase e apenas uma de uma lista crescente de 
enzimas conhecidas (ou presumidas) por realizarem uma 
segunda fungao. Muitas das enzimas glicoliticas estao 
incluidas nesse grupo. A piruvato-cinase atua no nucleo 
para regular a transcrigao de genes responsivos ao hor- 
monio da tireoide. A gliceraldeido-3-fosfato-desidroge- 
nase atua tanto como uracila-DNA-glicosilase, afetando 
o reparo de DNA danificado, quanto como regulador da 
transcrigao da histona H2B. 0 cristalino dos olhos dos 
vertebrados apresenta algumas enzimas glicoliticas mul- 
tifuncionais, incluindo a fosfoglicerato-cinase, triose-fos- 
fato-isomerase e lactato-desidrogenase. 

Ate recentemente, a descoberta de que uma proteina 
tern mais de uma fungao era principalmente uma ques- 
tao de sorte: dois grupos de pesquisadores estudando 
duas questoes nao relacionadas descobriam que “suas” 
proteinas tinham propriedades similares, as comparavam 
cuidadosamente e descobriam que elas eram identicas. 
Com o crescimento das bases de dados com sequencias 
de DNA e de proteinas anotadas, os pesquisadores ago¬ 
ra podem investigar deliberadamente a multifuncionali- 
dade das proteinas, procurando nas bases de dados por 
qualquer outra proteina com a mesma sequencia que a 
proteina sob estudo, porem com fungao diferente. Isso 


tambem significa que uma proteina anotada nas bases 
de dados como exercendo uma determinada fungao nao 
necessariamente tenha apenas aquela fungao. 0 conhe- 
cimento de proteinas com mais de uma fungao tambem 
pode explicar alguns resultados intrigantes: experimen- 
tos nos quais uma proteina com uma fungao conhecida e 
inativada por uma mutagao, mas os organismos mutantes 
resultantes apresentam um fenotipo sem uma relagao 6b- 
via com aquela fungao. 



FIGURA Q-2 As duas formas da aconitase/IRPI citosolica com duas fun- 
goes distintas. (a) Na aconitase, os dois lobulos principals estao fechados 
e o agrupamento Fe-S esta completamente coberto; a proteina esta re- 
presentada de forma transparente para exibir o agrupamento Fe-S (PDB 
ID 2B3Y). (b) Na IRPl, os lobulos se abrem, expondo um sitio de ligagao a 
estrutura em grampo do mRNA do substrate (PDB ID 2IPY). 
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MECANISMO-FIGURA16-11 Isocitrato-desidrogenase. Nesta reagao, o gura 14-14 para mais informagoes sobre reagoes de transferencia de hidretos 

substrate, isocitrato, perde um carbono por descarboxilagao oxidativa. Ver Fi- envolvendo NAD^ e NADP^. 
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FIGURA 16-12 Um mecanismo conservado para a descarboxila^ao 
oxidativa. As rotas mostradas empregam os mesmos cinco cofatores (piro- 
fosfato de tiamina, coenzima A, lipoato, FAD e NAD^), complexos multienzi- 
maticos muito parecidos, e o mesmo mecanismo enzimatico para efetuar a 
descarboxilapao do piruvato (pelo complexo da piruvato-desidrogenase), do 


a-cetoglutarato (no cicio do acido citrico), e do esqueleto de carbono dos 
tres aminoacidos ramificados, isoleucina (mostrado aqui), leucina e valina. 
Uma quarta reaqao, catalisada pela glicina-descarboxilase, envolve um me¬ 
canismo muito semelhante (ver Figura 20-22). 


com o gmpo carbonil do oxalosuccinato intermediario, 
que e formado transitoriamente, mas so deixa o sitio ativo 
quando a descarboxilagao o converte em a-cetoglutarato. 
0 tambem estabiliza o enol formado transitoriamente 
por descarboxilagao. 

Em todas as celulas, existem duas formas diferentes de 
isocitrato-desidrogenase, uma que exige NAD^ como acep- 
tor de eletrons e outra que exige NADP^. As reagoes gerais 
sao, em outros aspectos, identicas. Em celulas eucarioti- 
cas, a enzima dependente de NAD encontra-se na matriz 
mitocondrial e participa do cicio do acido citrico. A prin¬ 
cipal fungao da enzima dependente de NADP, encontrada 
na matriz mitocondrial e no citosol, possivelmente seja a 
produgao de NADPH, essencial para as reagoes redutoras 
anabolicas. 

O Oxida^ao do a-cetoglutarato a succinil-CoA e CO 2 . A etapa 
seguinte e outra descarboxilagao oxidativa, na qual o a- 
-cetoglutarato e convertido a succinil-CoA e COg pela 
agao do complexo da a-cetoglutarato-desidrogena- 

se; NAD^ e o aceptor de eletrons e CoA e o transportador 
do grupo succinil. A energia da oxidagao do a-cetoglu- 
tarato e conservada pela formagao da ligagao tioester da 
succinil-CoA: 
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Essa reagao e essencialmente identica a reagao da piruvato- 
-desidrogenase discutida anteriormente, e a sequencia de 
reagoes responsavel pela degradagao dos aminoacidos com 
cadeia ramificada (Figura 16-12). 0 complexo a-cetoglu- 
tarato-desidrogenase e bastante semelhante ao complexo 
da PDH em estrutura e fungao. 0 complexo a-cetogluta- 
rato-desidrogenase incorpora tres enzimas homologas as 
E^, Eg e Eg do complexo da PDH, e tambem contem TPP e 
lipoato ligado a enzima, FAD, NAD e coenzima A. Ambos os 
complexos sao certamente derivados de um ancestral evo¬ 
lutive comum. Embora os componentes E^ dos dois com¬ 
plexos sejam estruturalmente similares, suas sequencias de 
aminoacidos diferem e, naturalmente, eles apresentam es- 
pecificidades de ligagao diferentes: E^ do complexo da PDH 
liga-se ao piruvato, e E^ do complexo da a-cetoglutarato- 
-desidrogenase liga-se ao a-cetoglutarato. Os componentes 
Eg dos dois complexos tambem sao muito similares, ambos 
contendo lipoil ligado covalentemente. As subunidades Eg 
sao identicas nos dois complexos enzimaticos. 0 complexo 
que degrada a-cetoacidos com cadeias ramificadas (ver Fi¬ 
gura 18-28) catalisa a mesma sequencia de reagoes utilizan- 
do os mesmos cinco cofatores. Esse e um exemplo claro de 
evolugao divergente, na qual os genes que codificam para 
uma enzima com uma especificidade de substrate originam, 
durante a evolugao, enzimas proximamente relacionadas 
com especificidades de substrate diferentes, mas com o 
mesmo mecanismo enzimatico. 

© Conversao de succinil-CoA a succinate. A succinil-CoA, como 
a acetil-CoA, tern uma ligagao tioester com uma energia 
livre padrao de hidrolise grande e negativa (AG'°~ —36 
kJ/mol). Na proxima etapa do cicio do acido citrico, a ener¬ 
gia liberada pelo rompimento dessa ligagao e utilizada para 
impelir a sintese de uma ligagao fosfoanidrido no GTP ou 
ATP, com um AG'° de apenas -2,9 kJ/mol. 0 succinato e 
formado neste processo: 
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Desse modo, o resultado liquido da atividade de cada isoen- 
zima da succinil-CoA-sintetase e a conservagao de energia 
como ATR Nao ha variagao de energia livre na reagao da 
nucleosideo-difosfato-cinase; ATP e GTP sao energetica- 
mente equivalentes. 


AG'° = -2,9 kJ/mol 

A enzima que catalisa essa reagao reversivel e chamada de 
succinil-CoA-sintetase on succinato-tiocinase; ambos 
os nomes indicam a participagao de um nucleosideo trifos- 
fatado na reagao (Quadro 16-2). 

Essa reagao que poupa energia envolve uma etapa 
intermediaria, na qual a propria molecula da enzima e 
fosforilada em um residue de His no sitio ativo (Figura 
16-13a) Esse grupo fosfato, que tern alto potencial de 
transferencia de grupo, e transferido ao ADP (ou GDP) 
para a formagao de ATP (ou GTP). As celulas animais tern 
duas isoenzimas da succinil-CoA-sintetase, uma especifi- 
ca para ADP e outra para GDP A enzima contem duas 
subunidades, a (M^ 32.000), que tern o residue de ©-His 
(His^^®) e o sitio de ligagao para CoA, e /3 (M^ 42.000), que 
confere a especificidade por ADP ou GDP. 0 sitio ativo se 
situa na interface entre as subunidades. A estrutura do 
cristal da succinil-CoA-sintetase revela duas “helices ele- 
tricas” (uma em cada subunidade), orientadas de maneira 
que seus dipolos eletricos posicionem as cargas parciais 
positivas proximas ao residue His-© carregado negati- 
vamente (Figura 16-13b), estabilizando o intermediario 
fosfoenzima. (Relembre a fungao similar das helices bi- 
polares na estabilizagao dos ions no canal de K^; ver 
Figura 11-47.) 

A formagao de ATP (ou GTP) a custa da energia libe- 
rada pela descarboxilagao oxidativa do a-cetoglutarato e 
uma fosforilagao ao nivel do substrate, como a sintese de 
ATP nas reagoes glicoliticas catalisadas por gliceraldeido-3- 
-fosfato-desidrogenase e piruvato-cinase (ver Figura 14-2). 
0 GTP formado pela succinil-CoA-sintetase pode dear o 
grupo fosfato terminal ao ADP para formar ATP, em uma 
reagao reversivel catalisada pela nucleosideo-difosfato- 
-cinase (p. 526): 
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FIGURA 16-13 A reagao da succinil-CoA-sintetase. (a) Na etapa O, a 
CoA da succinil-CoA ligada a enzima e substituida por um grupo fosfato, for- 
mando um acil-fosfato de alta energia. Na etapa o succinil-fosfato doa 
o grupo fosfato para um residuo de His da enzima, originando uma fosfo- 
-histidil-enzima de alta energia. Na etapa 0, o grupo fosfato e transferido 
do residuo de His ao fosfato terminal do GDP (ou ADP), formando GTP (ou 
ATP), (b) Sitio ativo da succinil-CoA-sintetase de E. coli (derivado da estrutura 
de PDB ID 1SCU). 0 sitio ativo inclui parte de ambas as subunidades, a (em 
azul) e (3 (em marrom). As helices carregadas (azul, marrom) posicionam as 
cargas parciais positivas do dipolo da helice proximas ao grupo fosfato de ® 
-His^^^ na cadeia a, estabilizando a enzima com a fosfo-histidina. As enzimas 
de mamiferos e bacterias apresentam sequencias de aminoacidos e estrutu- 
ras tridimensionais similares. 
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QUADR016-2 Sintases e sintetases; ligases e liases; cinases, fosfatases e fosforilases: sim, os nomes sao confusos! 


A citrato-sintase e uma das muitas enzimas que catalisam 
reagoes de condensagao, que geram um produto quimi- 
camente mais complexo do que os precursores. Sinta¬ 
ses catalisam reagoes de condensagao nas quais nenhum 
nucleosideo trifosfatado (ATP, GTP e assim por diante) e 
necessario como fonte de energia. Sintetases catalisam 
reagoes de condensagao que defato utilizam ATP on ou- 
tro nucleosideo trifosfatado como uma fonte de energia 
para a reagao sintetica. A succinil-CoA-sintetase e uma 
destas enzimas. Ligases (do latim ligare, “amarrar”) sao 
enzimas que catalisam reagoes de condensagao nas quais 
dois atomos sao unidos, utilizando ATP on outra fonte de 
energia. (Portanto, sintetases sao ligases.) A DNA-ligase, 
por exemplo, conserta quebras em moleculas de DNA, 
utilizando energia suprida por ATP ou NAD^; essa enzi- 
ma e largamente utilizada na engenharia genetica para 
unir pedagos de DNA. Ligases nao devem ser confundi- 
das com liases, enzimas que catalisam clivagens (ou, na 
reagao inversa, adigoes), nas quais ocorrem rearranjos 
eletronicos. 0 complexo da PDH, que remove o COg da 
molecula de piruvato em uma reagao de oxidagao, e um 
membro da ampla classe das liases. 

0 nome cinase e aplicado a enzimas que transferem 
um grupo fosfato de um nucleosideo trifosfatado, como o 
ATP, para uma molecula aceptora - um agucar (como a 
hexocinase e a glicocinase), uma proteina (como a glico- 
genio-fosforilase-cinase), outro nucleotideo (como a nu- 
cleosideo-difosfato-cinase) ou um intermediario metabo- 
lico, como o oxaloacetato (como a PEP-carboxicinase). A 
reagao catalisada por uma cinase e uma fosforilagdo. Por 
outro lado, afosforolise e uma reagao de substituigao, na 
qual o fosfato inorganico ataca uma ligagao quimica e e 
covalentemente ligado a molecula no ponto de quebra da 
ligagao. Tais reagoes sao catalisadas por fosforilases. A 
glicogenio-fosforilase, por exemplo, catalisa a fosforolise 
do glicogenio, produzindo glicose-1-fosfato. A desfosfo- 
rilagdo, remogao de um grupo fosfato a partir de um es¬ 
ter de fosfato, e catalisada por fosfatases, que utilizam 


a agua como especie atacante. A frutose-bifosfatase-1 
converte frutose-l,6-bifosfato a frutose-6-fosfato na gli- 
coneogenese, e a fosforilase-a-fosfatase retira os grupos 
fosfato dos residuos de fosfosserina na glicogenio-fosfori¬ 
lase fosforilada. Ufa! 

Infelizmente, essas descrigoes dos tipos de enzimas 
se sobrepoem, e muitas enzimas sao comumente chama- 
das por dois ou mais nomes. A succinil-CoA-sintetase, 
por exemplo, tambem e chamada de succinato-tiocinase; 
a enzima e uma sintetase no ciclo do acido citrico e uma 
cinase quando age no sentido da sintese de succinil-CoA. 
Isso expoe outra fonte de confusao na nomenclatura de 
enzimas. Uma enzima pode ter sido descoberta com a 
utilizagao de um experimento no qual, por exemplo, A e 
convertido em B. A enzima e, entao, chamada de acordo 
com essa reagao. Trabalhos posteriores, entretanto, po- 
dem mostrar que, na celula, a enzima funciona principal- 
mente convertendo B a A. Geralmente, o primeiro nome 
continua a ser utilizado, embora a fungao metabolica da 
enzima fosse mais bem descrita nomeando-a pela reagao 
inversa. A enzima glicolitica piruvato-cinase ilustra esta 
situagao (p. 554). Para um principiante na bioquimica, 
essa duplicagao da nomenclatura pode ser desorientado- 
ra. Comissoes internacionais tern feito esforgos heroicos 
para sistematizar a nomenclatura das enzimas (ver Tabe- 
la 6-3 para um breve resumo do sistema), porem alguns 
nomes sistematicos sao muito longos e complicados e nao 
sao utilizados no dia a dia bioquimico. 

Ao longo deste livro, tentou-se utilizar os nomes en- 
zimaticos mais comumente utilizados pelos bioquimicos 
e chamar a atengao para os casos nos quais uma enzima 
tern mais de um nome amplamente utilizado. Para infor- 
magoes atualizadas sobre a nomenclatura enzimatica, re- 
corra as recomendagoes da Comissao de Nomenclatura 
da Uniao Internacional de Bioquimica e Biologia Molecu¬ 
lar (Nomenclature Committee of the International Union 
of Biochemistry and Molecular Biology; www.chem.qmw. 
ac.uk/iubmb/nomenclature/). 


0 Oxidagao do succinato a fumarato. 0 succinato formado a 
partir da succinil-CoA e oxidado a fumarato pela flavopro- 
teina succinato-desidrogenase: 
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Succinato 


FAD FADH2 



Succinato-desidrogenase 


H. 

“OOC 


.C00“ 



Fumarato 


AG'° = 0 kJ/mol 

Em eucariotos, a succinato-desidrogenase esta firme- 
mente ligada a membrana mitocondrial interna; em bac- 


terias, esta ligada a membrana plasmatica. A enzima con- 
tem tres grupos ferro-enxofre diferentes e uma molecula 
de FAD covalentemente ligada (ver Figura 19-10). Os 
eletrons do succinato passam pelo FAD e pelos centros 
de ferro-enxofre antes de entrarem na cadeia de trans- 
portadores de eletrons da membrana mitocondrial inter¬ 
na (da membrana plasmatica em bacterias). 0 fluxo dos 
eletrons do succinato ao longo desses transportadores 
ate o aceptor de eletrons final, Og, e acoplado a sintese 
de aproximadamente 1,5 molecula de ATP por par de ele¬ 
trons (fosforilagao acoplada a respiragao). Malonato, ana- 
logo do succinato normalmente ausente nas celulas, e um 
forte inibidor competitive da succinato-desidrogenase, e 
sua adigao a mitocondria bloqueia a atividade do ciclo do 
acido citrico. 
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V’ 

COO" 

1 

1 

0 

\ 

0 ^ 

c 

1 

HO-C-@ 

c 

1 

CH 2 

CH 2 

CH 2 

CH 2 

COO" 

A 

0 0 " 

A 

0 0 “ 

L-Malato 


NAD+ NADH + [^ 


L-malato-desidrogenase 


Malonato 


Succinato 


COO" 

I 

o=c 

I 

CH2 

COO" 

Oxaloacetato 


AG'° = 29,7 kJ/mol 


O Hidrata^ao do fumarato a malato. A hidratagao reversivel 
do fumarato a L-malato e catalisada pela fumarase (for- 
malmente, fumarato-hidratase) . 0 estado de transigao 
dessa reagao e um carbanion: 


R /COO" 


"OOC H 
Fumarato 


OH" 


H- /COO“ 

c- 

I 

/C-.'OH 

“OOC \ 

H 

Carbanion do 
estado detransi^ao 






H 

H—C" 

I 


XOO" 


.OH 

OOC \ 

H 

L-Malato 


AG'° = -3,8 kJ/mol 

Essa enzima e altamente estereoespecifica; ela catalisa a 
hidratagao da ligagao dupla trans do fumarato, mas nao 
a da ligagao dupla cis do maleato (o isomero cis do fuma¬ 
rato) . Na diregao inversa (de L-malato para fumarato), a 
fumarase e igualmente estereoespecifica: D-malato nao e 
um substrato. 


H COO" 

V 

II 

c 

“OOC^ A 

Fumarato 


H COO" 

V 

II 

A 

H COO" 
Maleato 


COO" 

I 

HO—C—H 

I 

CH2 

COO" 

L-Malato 


COO" 

I 

H—C—OH 

I 

CH2 

COO" 

D-Malato 


0 Oxida^ao do malato a oxaloacetato. Na ultima reagao do ci- 
clo do acido citrico, a L-malato-desidrogenase ligada ao 
NAD catalisa a oxidagao de L-malato a oxaloacetato: 


0 equilibrio dessa reagao e muito deslocado para a esquer- 
da sob as condigoes termodinamicas padrao, porem, nas 
celulas intactas, o oxaloacetato e continuamente removido 
pela reagao altamente exergonica da citrato-sintase (etapa 
0 da Figura 16-7). Isso mantem a concentragao celular de 
oxaloacetato extremamente baixa (< 10~®m), deslocando a 
reagao da malato-desidrogenase no sentido da formagao de 
oxaloacetato. 

Embora as reagoes individuals do ciclo do acido citrico te- 
nham sido inicialmente elucidadas in vitro, utilizando teci- 
do muscular macerado, a via e sua regulagao tambem tern 
sido intensamente estudadas in vivo. Com a utilizagao de 
precursores marcados radioativamente, como [^^C]piruva- 
to e [^^C]acetato, os pesquisadores tern delineado o destino 
de atomos de carbono individuais durante o ciclo do acido 
citrico. Alguns dos experimentos iniciais com isotopos, en- 
tretanto, produziram resultados inesperados, que origina- 
ram consideravel controversia sobre a via e o mecanismo 
do ciclo do acido citrico. Na verdade, esses experimentos 
pareciam inicialmente mostrar que o citrato nao era o pri- 
meiro acido tricarboxilico formado. 0 Quadro 16-3 conta 
alguns detalhes desse episodio da historia da pesquisa do 
ciclo do acido citrico. 0 fluxo metabolico ao longo do ciclo 
agora pode ser monitorado em tecidos vivos com o uso de 
precursores marcados com ^^C e espectroscopia por RMN. 
Como o sinal de RMN e exclusive do composto contendo 
^^C, os bioquimicos podem determinar o movimento dos 
carbonos dos precursores em cada intermediario do ciclo 
e em compostos derivados destes intermediaries. Essa tec- 
nica e bastante promissora para os estudos da regulagao do 
ciclo do acido citrico e suas interconexoes com outras vias 
metabolicas, como a glicolise. 

A energia das oxida^des do ciclo e conservada de 
maneira eficiente 

Ate aqui foi esmiugada uma rodada completa do ciclo do 
acido citrico (Figura 16-14). Um grupo acetil com dois 
carbonos entra no ciclo combinando-se com o oxaloaceta¬ 
to. Dois atomos de carbono saem do ciclo na forma de COg 
pela oxidagao do isocitrato e do a-cetoglutarato. A energia 
liberada por estas oxidagoes foi conservada pela redugao de 
tres NAD"^ e um FAD e pela produgao de um ATP ou GTP. 
No final do ciclo, uma molecula de oxaloacetato foi regene- 
rada. Lembre que os dois atomos de carbono que emergem 
como CO 2 nao sao os mesmos dois carbonos que entraram 
na forma de grupo acetil; rodadas adicionais sao necessa- 
rias para que estes carbonos sejam liberados na forma de 
CO 2 (Figura 16-7). 
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QUADR016-3 Citrato: molecula simetrica que reage assimetricamente 


Quando os compostos enriquecidos no isotopo de carbo- 
no pesado e nos isotopos de carbono radioativos 
e se tornaram dispomveis cerca de 60 anos atras, eles 
foram imediatamente utilizados para definir o rumo dos 
atomos de carbono durante o ciclo do acido citrico. Um 
desses experimentos desencadeou a controversia sobre 
a fungao do citrato. Acetato marcado no grupo carboxil 
(designado [1-^^C]acetato) foi incubado sob condigoes 
aerobias com uma preparagao de tecido animal. 0 aceta¬ 
to e enzimaticamente convertido a acetil-CoA nos tecidos 
animals, e a via do carbono do carboxil marcado, agora 
presente no grupo acetil, poderia assim ser determinada 
durante o ciclo de reagoes. a-Cetoglutarato foi isolado do 
tecido apos a incubagao, sendo entao degradado quimi- 
camente por meio de reagoes quimicas conhecidas para 
estabelecer aCs) posigao(oes) do carbono isotopico. 

Esperava-se que a condensagao de oxaloacetato nao 
marcado com acetato marcado no carboxil produzisse ci¬ 
trato marcado em um dos dois grupos carboxil primarios. 
0 citrato e uma molecula simetrica, sens dois grupos car¬ 
boxil terminals sao indistinguiveis. Consequentemente, era 
esperado que metade das moleculas de citrato marcadas 
originasse a-cetoglutarato marcado no grupo carboxil a e 
que a outra metade originasse a-cetoglutarato marcado no 
grupo carboxil y\ isto e, esperava-se que o a-cetoglutarato 


isolado fosse uma mistura dos dois tipos de moleculas mar¬ 
cadas (Figura Q-1, vias O e @). Contrariando essas expec- 
tativas, o Q:-cetoglutarato marcado isolado da suspensao de 
tecido continha somente no grupo carboxil y (Figura 
Q-1, via O). Os investigadores concluiram que o citrato (ou 
qualquer outra molecula simetrica) nao poderia ser um in- 
termediario da via entre acetato e a-cetoglutarato. Em vez 
disso, um acido tricarboxilico assimetrico, presumivelmen- 
te czs-aconitato ou isocitrato, deveria ser o primeiro pro- 
duto formado pela condensagao de acetato e oxaloacetato. 

Em 1948, entretanto, Alexandre Ogston mostrou que, 
embora o citrato nao tenha centro quiral (ver Figura 
1-20), ele tern potencial para reagir assimetricamente 
se a enzima com a qual ele interage possuir um sitio ati- 
vo assimetrico. Ele sugeriu que o sitio ativo da aconitase 
tinha tres pontos aos quais o citrato deveria estar liga- 
do e que o citrato deveria posicionar-se de maneira a se 
unir especificamente a esses tres pontos. Como visto na 
Figura Q-2, a ligagao do citrato aos tres pontos poderia 
ocorrer de uma maneira apenas, e isso acarretaria na for- 
magao de um unico tipo de a-cetoglutarato marcado. Mo¬ 
leculas organicas como o citrato, sem centro quiral, mas 
potencialmente capazes de reagirem assimetricamente 
com um sitio ativo assimetrico, sao atualmente chamadas 
de moleculas pro-quirais. 


CHg—14COO- 
Acetato marcado 


0=C-C00- 

I 

CH 2 -COO- 

Oxaloacetato 


CH2-14COO- 

I 

HO-C-COO- 

I 

CH 2 -COO- 
Citrato marcado 


CH2-14COO- 

I 

CH-COO- 

I 

HO-CH-COO- 


^CH2-14C00- 

^1 

CH 2 

0=C-C00- 


Apenaseste produto 
foi formado. 


CH 2 —COQ- 

I 

CH—COQ- 

I 

HO— CH—14COO- 


^CH2—coo- 

/ 3 I 

CH—COO- 

J 

0=c—14COO- 


Isocitrato 


FIGURA Q-1 Incorporagao do carbono isotopico C^C) do grupo acetil mar¬ 
cado ao a-cetoglutarato durante o ciclo do acido citrico. Os atomos de car¬ 
bono do grupo acetil reagente estao representados em vermelho. 


Esta segunda forma 
de a-cetoglutarato 
marcado tambem 
era esperada, mas 
nao foi formada. 


CH2C00“ 

I ^— Ligagao 

C suscetivel 

H0^1^CH2C00- 
COO“ 



(a) 


(b) 


Esta ligagao 
nao pode ser 
posicionada ^ 

corretamente 
e nao e 
atacada. 



Esta ligagao pode 
ser posicionada 
corretamente e 
e atacada. 


O sitio ativo tern 
pontos de 
ligagao comple- 
mentares. 


(c) 


FIGURA Q-2 A natureza pro-quiral do citrato. (a) Estrutura do citrato; gao da aconitase. Existe apenas uma maneira na qual os tres grupos espe- 
(b) representagao esquematica do citrato: X = -OH; Y = -COO”; Z = cificados do citrato podem encaixar-se aos tres pontos do sitio de ligagao. 
-CH2COO”. (c) Encaixe complementar correto do citrato ao sitio de liga- Portanto, apenas um dos dois grupos -CH2COO” liga-se a aconitase. 
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FIGURA 16-14 Produtos de uma rodada do cicio do acido cftrico A 

cada rodada do cicio do acido citrico, tres moleculas de NADH, uma de 
FADH^, uma de GTP (ATP) e duas de CO 2 sao liberadas em reagoes de des- 
carboxilagao oxidativa. Aqui, e em algumas das figuras seguintes, todas as 
reagoes do cicio estao representadas como se elas ocorressem em apenas 
uma diregao, lembre-se, entretanto, que a maioria das reagoes sao reversiveis 
(ver Figura 16-7). 


Embora o cicio do acido citrico gere diretamente so- 
mente um ATP por rodada (na conversao de succinil-CoA 
a succinato), as quatro etapas de oxidagao do cicio abas- 
tecem a cadeia respiratoria, via NADH e FADHg, com um 
grande fluxo de eletrons e, assim, levam a formagao de um 
grande numero de moleculas de ATP durante a forforilagao 
oxidativa. 


Foi visto no Capltulo 14 que o rendimento energetico 
da produgao de duas moleculas de piruvato a partir de uma 
molecula de glicose e de 2 ATP e 2 NADH. Na fosforilagao 
oxidativa (Capltulo 19), a passagem de dois eletrons do 
NADH ao Og impele a formagao de aproximadamente 2,5 
ATP, e a passagem de dois eletrons do FADH 2 ao Og rende 
cerca de 1,5 ATP. Essa estequiometria nos permite calcular 
o rendimento global em ATP da oxidagao completa da gli¬ 
cose. Quando ambas as moleculas de piruvato sao oxidadas 
a 6 CO 2 via complexo da piruvato-desidrogenase e cicio do 
acido citrico, e os eletrons sao transferidos ao O 2 via fosfori¬ 
lagao oxidativa, 32 ATPs sao obtidos por molecula de glico¬ 
se (Tabela 16-1). Em numeros redondos, isto representa a 
conservagao de 32 X 30,5 kJ/mol = 976 kJ/mol, ou 34% do 
maximo teorico de cerca de 2.840 kJ/mol disponibilizados 
pela oxidagao completa da glicose. Esses calculos utilizam 
as variagoes de energia livre padrao; quando corrigidos para 
a energia livre de fato requerida para a formagao de ATP 
dentro das celulas (ver Problema ResoMdo 13-2, p. 519), a 
eficiencia calculada do processo aproxima-se de 65%. 

Por que a oxidagao do citrato e tao complicada? 

Um processo clclico em oito etapas para a oxidagao de 
simples grupos acetil de dois carbonos a CO 2 pode parecer 
desnecessariamente complicado e em discordancia com o 
princlpio biologico de economia maxima. A fungao do ci¬ 
cio do acido citrico, entretanto, nao se restringe a oxidagao 
do acetato. Essa via e o pivo do metabolismo intermediario. 
Produtos finals com quatro e cinco carbonos originarios de 
muitos processes catabolicos sao utilizados para alimenta- 
rem o cicio e servirem como combustlveis. Oxaloacetato e 
a-cetoglutarato, por exemplo, sao produzidos a partir de 
aspartate e glutamate, respectivamente, quando protelnas 


TABELA 16-1 


Estequiometria da redu^ao de coenzimas e formagao de ATP na oxidagao aerobia da glicose via glicolise, rea^ao do complexo da 
piruvato-desidrogenase, cicio do acido citrico e fosforilagao oxidativa 


Rea^ao 

Glicose-> glicose-6-fosfato 

Frutose-6-fosfato-> frutose-l,6-bifosfato 

2 Gliceraldeldo-3-fosfato-2 1,3-bifosfoglicerato 

2 1,3-Bifosfoglicerato-> 2 3-fosfoglicerato 

2 Fosfoenolpiruvato-> 2 piruvato 

2 Piruvato-> 2 acetil-CoA 

2 Isocitrato-> 2 a-cetoglutarato 

2 a-Cetoglutarato-2 succinil-CoA 

2 Succinil-CoA-> 2 succinato 

2 Succinato-> 2 fumarato 

2 Malato-> 2 oxaloacetato 

Total 


Numero de ATP ou coenzimas 
reduzidas diretamente formados 

-1 ATP 

-1 ATP 

2 NADH 

2 ATP 

2 ATP 

2 NADH 

2 NADH 

2 NADH 

A ATP (ou2GTP) 

2 FADH 2 
2 NADH 


Numero de ATP formados 
no final do processo^ 

-1 

-1 

Sou 5^ 

2 

2 

5 

5 

5 

2 

3 

5 

30-32 


* Calculado como 2,5 ATP por NADH e 1,5 ATP por FADHg. Um valor negativo indica consumo. 

^ 0 numero formado e 3 ou 5, dependendo do mecanismo utilizado para a transferencia de equivalentes de NADH do citosol para a matriz mitocondrial; ver Figuras 
19-30 e 19-31. 
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FIGURA16-15 Precursores biossinteticos produzidos por um dclo do 
acido cftrico incompleto em bacterias anaerobias. Estes organismos 
anaerobios carecem de a-cetoglutarato-desidrogenase e, portanto, nao 
podem efetuar o cicio do acido citrico completo. a-Cetoglutarato e succinil- 
-CoA sao precursores em diversas vias biossinteticas. (Ver Figura 16-14 para o 
sentido"normar'destas reagoes no cicio do acido citrico.) 

sao degradadas. Sob determinadas circunstancias metabo- 
licas, intermediarios sao drenados do cicio para serem uti- 
lizados como precursores em diferentes vias biossinteticas. 

0 cicio do acido citrico, como todas as outras vias meta- 
bolicas, e um produto da evolugao, e essa evolugao ocorreu 
em grande parte antes do surgimento dos organismos aero- 
bios. Ele nao necessariamente representa a via mais curia 
entre acetato e COg, mas e a via que, ao longo do tempo, tern 
conferido a maior vantagem seletiva. Anaerobios primitivos 
muito provavelmente utilizavam algumas das reagoes do 
cicio do acido citrico em processes biossinteticos lineares. 
Na verdade, alguns microrganismos atuais utilizam um ci¬ 
cio do acido citrico incompleto nao como fonte de energia, 
mas de precursores biossinteticos (Figura 16-15). Esses 
organismos utilizam as tres primeiras reagoes do cicio para 
sintetizarem cn-cetoglutarato, porem, como carecem de o:- 
-cetoglutarato-desidrogenase, nao podem realizar o conjunto 
completo das reagoes do cicio do acido citrico. 0 que esses 
organismos de fato possuem sao as quatro enzimas que cata- 
lisam a conversao reversivel de oxaloacetato a succinil-CoA e 
podem produzir malato, fumarato, succinate e succinil-CoA a 
partir de oxaloacetato, em uma inversao do sentido “normal” 
(oxidative) do fluxo do cicio. Essa via e uma fermentagao, e 
0 NADH produzido pela oxidagao do isocitrato e reciclado a 
NAD"^ pela redugao do oxaloacetato a succinate. 

Com a evolugao das cianobacterias, que produzem Og a 
partir de agua, a atmosfera da Terra tornou-se aerobia e os 
organismos sofreram uma pressao seletiva para o desenvol- 
vimento do metabolismo aerobio, o qual e muito mais efi- 
ciente do que a fermentagao anaerobia. 


Os componentes do cicio do acido citrico sao importantes 
intermediarios da biossintese 

Em organismos aerobios, o cicio do acido citrico e uma via 
anfibolica, on seja, que serve a processes catabolicos e 
anabolicos. Alem do papel no catabolismo oxidative de car- 
boidratos, acidos graxos e aminoacidos, o cicio fornece pre¬ 
cursores para muitas vias de biossintese (Figura 16-16), 
por meio das reagoes que serviram a esse mesmo proposito 
em ancestrais anaerobios. a-Cetoglutarato e oxaloacetato 
podem, por exemplo, ser os precursores dos aminoacidos 
aspartate e glutamate por simples transaminagao (Capitulo 
22). Por meio do aspartate e do glutamate, os carbonos do 
oxaloacetato e a-cetoglutarato sao, entao, utilizados para a 
sintese de outros aminoacidos, assim como para a sintese 
de nucleotideos de purinas e pirimidinas. 0 oxaloacetato 
e convertido em glicose na gliconeogenese (ver Figura IS¬ 
IS). A succinil-CoA e um intermediario central para a sin¬ 
tese do anel porfirinico dos grupos heme, que agem como 
transportadores de oxigenio (na hemoglobina e na mioglo- 
bina) e transportadores de eletrons (nos citocromos) (ver 
Figura 22-25). E o citrate produzido por alguns organismos 
e utilizado comercialmente para uma grande variedade de 
propositos. 

Reaves anapleroticas rep5em os intermediarios do 
cicio do acido citrico 

Conforme os intermediarios do cicio do acido citrico sao 
removidos para servirem como precursores na biossintese, 
eles sao repostos por reagoes anapleroticas (Figura 16- 
16; Tabela 16-2). Sob circunstancias normais, ha um equili- 
brio dinamico nas reagoes que desviam os intermediarios a 
outras vias e os repoem, de mode que as concentragoes dos 
intermediarios do cicio do acido citrico permanegam quase 
constantes. 

A Tabela 16-2 mostra as reagoes anapleroticas mais co- 
muns, as quais, em varies tecidos e organismos, convert em 
ou piruvato ou fosfoenolpiruvato a oxaloacetato ou mala¬ 
to. A reagao anaplerotica mais importante no figado e nos 
rins de mamiferos e a carboxilagao reversivel do piruvato 
pelo COg para a formagao de oxaloacetato, catalisada pela 
piruvato-carboxilase. Quando o cicio do acido citrico 
esta deficiente em oxaloacetato ou qualquer outro inter¬ 
mediario, o piruvato e carboxilado para produzir mais oxa¬ 
loacetato. A adigao enzimatica de um grupo carboxil ao pi¬ 
ruvato requer energia, que e suprida pelo ATP - a energia 
livre necessaria para unir um grupo carboxil ao piruvato e 
aproximadamente igual a energia livre disponibilizada pelo 
ATP. 

A piruvato-carboxilase e uma enzima de regulagao es- 
sencialmente inativa na ausencia de acetil-CoA, seu modu- 
lador alosterico positive. Sempre que a acetil-CoA, o com- 
bustivel do cicio do acido citrico, esta presente em excesso, 
ela estimula a reagao da piruvato-carboxilase para a pro- 
dugao de mais oxaloacetato, permitindo que o cicio utilize 
mais acetil-CoA na reagao da citrato-sintase. 

As outras reagoes anapleroticas mostradas na Tabela 
16-2 tambem sao reguladas de mode a manter o nivel dos 
intermediarios suficientemente alto para sustentar a ativi- 
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FIGURA 16-16 Papel do cicio do acido cftrico no anabolismo. Inter- 
mediarios do cicio do acido citrico sao desviados como precursores de mui- 


dade do cicio do acido citrico. A fosfoenolpiruvato-carbo- 
xilase, por exemplo, e ativada pelo intermediario glicoliti- 
co frutose-l,6-bifosfato, que se acumula quando o cicio do 
acido citrico processa muito lentamente o piruvato gerado 
pela glicolise. 

A biotina da piruvato-carboxilase transporta 
grupos 02 

A reagao da piruvato-carboxilase requer a vitamina bioti¬ 
na (Figura 16-17), que e o grupo prostetico da enzima. A 
biotina tern uma fungao-chave em muitas reagoes de car- 
boxilagao. Ela e um transportador especializado dos gru- 


tas vias biossinteticas. Em vermelho aparecem quatro reaqoes anapleroticas 
que repoem os intermediarios do cicio esgotados (verTabela 16-2). 


pos de um carbono em sua forma mais oxidada: COg. (A 
transferencia de grupos de um carbono em formas mais 
reduzidas e mediada por outros cofatores, particularmente 
tetra-hidrofolato e A-adenosilmetionina, como descrito no 
Capitulo 18.) Os grupos carboxil sao ativados em uma rea- 
gao que une o COg a biotina ligada a enzima com consumo 
de ATP. Esse COg “ativado” passa a um aceptor (piruvato, 
nesse caso) em uma reagao de carboxilagao. 

A piruvato-carboxilase tern quatro subunidades iden- 
ticas, cada uma contendo uma molecula de biotina ligada 
covalentemente por uma ligagao amida com o grupo amino 
£ de um residue de Lys especifico presente no sitio ativo da 
enzima. A carboxilagao do piruvato ocorre em duas etapas 


TABELA16-2 


Reaves anapleroticas 


Reagao 


Piruvato-carboxilase 

Piruvato + HCOg + ATP .. ^ oxaloacetato + ADP + P. 

PEP-carboxicinase 

Fosfoenolpiruvato + CO 2 + GDP v — — ^ oxaloacetato + GTP 


Fosfoenolpiruvato + HCOg ^ 


PEP-carboxilase 


— oxaloacetato + P 


Piruvato + HCOg" + NADCP)H ^ 


Enzima malica 


Teddo(s)/organismo(s) 

Figado, rius 

Coragao, musculo esqueletico 

Vegetais superiores, leveduras, bacterias 

Amplameute distribuida em eucariotos e bacterias 


malato + NADCP) 
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Sitio Sitio 

catalitico 1 Lyg catalitico2 


O carboxifosfato 



Piruvato- 

-carboxilase 


MECANISMO-FIGURA 16-17 O papel da biotina na rea^ao catalisada 
pela piruvato-carboxilase. A biotina esta ligada a enzima por uma liga- 
gao amida com o grupo £r-amino de um residuo de Lys, formando a enzi¬ 
ma biotinilada. A reagao de carboxilagao mediada pela biotina ocorre em 
duas fases, geralmente catalisadas em sitios ativos separados da enzima, 
como exemplificado pela reagao da piruvato-carboxilase. Na primeira fase 
(etapas O a 0 ), o bicarbonate e convertido a CO 2 , mais ativo, sendo entao 
utilizado para carboxilar a biotina. A biotina atua como um transportador, 
carregando o CO 2 de um sitio ativo ao outro, localizado em um monomero 
adjacente da enzima tetramerica (etapa O). Na segunda fase (etapas © a 
©), catalisada neste segundo sitio ativo, o CO 2 reage com o piruvato para 
formar oxaloacetato. 


O CO 2 reage 
com a biotina, 
formando 
carboxibiotina. 


O 



Carboxibiotinil-enzima 




NH 

I 


NH 

I 


NH 
I 


(Figura 16-17): primeiro, um gmpo carboxil derivado do 
HCO3" e ligado a biotina, sendo entao transferido ao piru¬ 
vato para formar oxaloacetato. Essas duas etapas ocorrem 
em sitios ativos separados; o longo e flexivel brago da bio¬ 
tina transfere os grupos carboxil ativados do primeiro sitio 


ativo (em um dos monomeros do tetramero) ao segundo 
(no monomero adjacente), funcionando muito similarmen- 
te ao longo brago de lipoil-lisina de Eg no complexo da PDH 
(Figura 16-6) e ao longo brago da porgao similar a CoA da 
proteina transportadora de acilas envolvida na sintese de 
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FIGURA16-18 Conectores biologicos. Os cofatores lipoato, biotina e a 
combinapao de jS-mercaptoetilamina e pantotenato formam longos bra- 
pos flexiveis (em azul) nas enzimas as quais estao covalentemente ligados, 
atuando como conectores que movem os intermediarios de urn sitio ativo 
ao outro. 0 grupo sombreado em vermelho e, em cada caso, o ponto de 
ligapao do intermediario ativado ao conector. 


acidos graxos (ver Figura 21-5); essas protemas sao com- 
paradas na Figura 16-18. 0 lipoato, a biotina e o pantote¬ 
nato entrant nas celulas por meio do mesmo transportador, 
todos se tornam covalentemente ligados a protemas por 
reagoes similares, e todos originam um conector flexivel 
que possibilita que os intermediarios da reagao se movam 
de um sitio ativo a outro em um complexo enzimatico sem 
dissociarem-se do complexo - isto e, todos participam da 
canalizagao do substrato. 

A biotina e uma vitamina essencial da dieta humana; 
ela e abundante em muitos alimentos e e sintetizada por 
bacterias intestinais. A deficiencia de biotina e rara, mas 
pode algumas vezes ser causada por uma dieta rica em 
ovos crus. A clara do ovo contem grande quantidade da 
proteina avidina 70.000), que se liga com muita afini- 
dade a biotina e impede sua absorgao no intestino. A avidi¬ 
na do ovo pode ser um mecanismo de defesa para o poten- 
cial embriao da ave, inibindo o crescimento de bacterias. 
Quando os ovos sao cozidos, a avidina e desnaturada (e, 
portanto, inativada), juntamente com todas as outras pro¬ 
temas da clara do ovo. A avidina purificada e um reagente 
muito util na bioquimica e na biologia celular. Uma pro- 
teina covalentemente ligada a biotina (obtida experimen- 
talmente ou produzida in vivo) pode ser purificada por 
cromatografia de afinidade (ver Figura 3-17c) com base na 
forte afinidade da biotina pela avidina. A proteina e, entao, 
eluida da coluna com excesso de biotina livre. A afinidade 
muito alta da biotina pela avidina tambem e utilizada em 
laboratorio para unir duas estruturas, agindo como cola 
molecular (ver Figura 19-27). 


RESUM016.2 Rea^5es do cicio do acido cftrico 

► 0 cicio do acido cftrico (cicio de Krebs, cicio do aci- 
do tricarboxilico [TCA]) e uma via catabolica central 
e praticamente universal por meio da qual os compos- 
tos derivados da degradagao de carboidratos, gorduras 
e protemas sao oxidados a COg, com a maior parte da 
energia da oxidagao temporariamente armazenada nos 
transportadores de eletrons FADHg e NADH. Durante 
o metabolismo aerobio, esses eletrons sao transferidos 
ao O 2 , e a energia do fluxo de eletrons e capturada na 
forma de ATP. 

► A acetil-CoA entra no cicio do acido citrico (na mitocon- 
dria de eucariotos, no citosol em bacterias) quando a 
citrato-sintase catalisa sua condensagao com o oxaloa- 
cetato para a formagao de citrato. 

► Em sete reagoes sequenciais, incluindo duas descarbo- 
xilagoes, o cicio do acido citrico converte citrato a oxa- 
loacetato e libera dois COg. A via e ciclica, de modo que 
os intermediarios nao sao exauridos; para cada oxaloa- 
cetato consumido na via, um e produzido. 

► Para cada acetil-CoA oxidada pelo cicio do acido citri¬ 
co, o ganho de energia consiste em tres moleculas de 
NADH, uma de FADHg e um nucleosideo trifosfatado 
(ATP ou GTP). 

► Alem da acetil-CoA, qualquer composto que origine um 
intermediario do cicio do acido citrico com quatro ou 
cinco carbonos - por exemplo, os produtos da degrada¬ 
gao de muitos aminoacidos - podem ser oxidados pelo 
cicio. 

► 0 cicio do acido citrico e anfibolico, servindo ao catabo- 
lismo e ao anabolismo; os intermediarios do cicio podem 
ser desviados e utilizados como material de partida para 
diversos produtos da biossintese. 

► Quando os intermediarios sao desviados do cicio do 
acido citrico para outras vias, eles sao repostos por al¬ 
gumas reagoes anapleroticas, que produzem interme¬ 
diaries de quatro carbonos por meio da carboxilagao de 
compostos de tres carbonos; essas reagoes sao catalisa- 
das por piruvato-carboxilase, PEP-carboxicinase, PEP- 
-carboxilase e enzima malica. Enzimas que catalisam 
carboxilagoes comumente utilizam a biotina para ativar 
o CO 2 e transporta-lo a aceptores, como piruvato ou fos- 
foenolpiruvato. 


16.3 Regula^ao do cicio do acido citrico 

Como foi analisado no Capitulo 15, a regulagao de enzimas- 
-chave em vias metabolicas, por meio de efetores alosteri- 
cos e modificagao covalente, garante a produgao dos inter¬ 
mediaries nas taxas necessarias para manter a celula em 
um estado de equilibrio estavel enquanto evita o desperdi- 
cio de uma superprodugao. 0 fluxo de atomos de carbono 
que entram no cicio do acido citrico a partir do piruvato, e 
tambem durante o curse do cicio, esta sob constante regu¬ 
lagao em dois niveis: a conversao de piruvato a acetil-CoA, 
o material de partida do cicio (a reagao da piruvato-desi- 
drogenase), e a entrada da acetil-CoA no cicio (a reagao 
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da citrato-sintase). A acetil-CoA tambem e produzida por 
outras vias que nao a reagao do complexo da PDH - a maio- 
ria das celulas produz acetil-CoA pela oxidagao de acidos 
graxos e certos aminoacidos - e a disponibilidade de inter- 
mediarios a partir dessas vias e importante para a regulagao 
da oxidagao do piruvato e do ciclo do acido citrico. 0 ciclo 
tambem e regulado nas reagoes da isocitrato-desidrogenase 
e da a-cetoglutarato-desidrogenase. 

A produce de acetil-CoA pelo complexo 
piruvato-desidrogenase e regulada por 
mecanismos alostericos e covalentes 

0 complexo da PDH de mamiferos e fortemente inibido por 
ATP e por acetil-CoA e NADH, os produtos da reagao cata- 
lisada pelo complexo (Figura 16-19). A inibigao alosterica 
da oxidagao do piruvato e muito aumentada quando acidos 
graxos de cadeia longa estao disponiveis. AMP, CoA e NAD^ 
se acumulam quando muito pouco acetato flui para dentro 
do ciclo, ativando alostericamente o complexo da PDH. 
Portanto, essa enzima e desativada quando o combustivel 
esta disponivel em grande quantidade, na forma de acidos 
graxos e acetil-CoA, e quando as razoes celulares [ATP]/ 


[ADP] e [NADH]/[NAD‘^] estao elevadas, e a enzima e ati- 
vada novamente quando a demanda de energia esta alta e 
a celula necessita de um maior fluxo de acetil-CoA para o 
ciclo do acido citrico. 

Em mamiferos, esses mecanismos de regulagao aloste¬ 
ricos sao complementados por um segundo nivel de regu¬ 
lagao: a modificagao covalente das proteinas. 0 complexo 
da PDH e inibido pela fosforilagao reversivel de um residue 
de Ser especifico em uma das duas subunidades E^. Como 
mencionado anteriormente, alem das enzimas E^, Eg e Eg, 
o complexo da PDH de mamiferos contem duas proteinas 
de regulagao, cujo unico proposito e regular a atividade do 
complexo. A piruvato-desidrogenase-cinase fosforila e, des- 
sa maneira, inativa E^, enquanto uma fosfoproteina-fosfata- 
se especifica remove o grupo fosfato por hidrolise e, desta 
maneira, ativa E^. A cinase e alostericamente ativada por 
ATP: quando a [ATP] esta elevada (refletindo um suprimen- 
to de energia adequado), o complexo da PDH e inativado 
pela fosforilagao de E^. Quando [ATP] diminui, a atividade 
da cinase diminui e a agao da fosfatase remove o grupo fos¬ 
fato de E^, ativando o complexo. 

0 complexo da PDH de plantas, localizado na matriz 
mitocondrial e em plastideos, e inibido por sens produtos. 


Piruvato 


Complexo da 
piruvato- 
-desidrogenase 


0 


ATP, acetil-CoA, 

NADH, acidos graxos 

AMP, CoA, NAD+,Ca2+ 


FIGURA 16-19 Regulagao do fluxo dos metabolitos a par¬ 
tir do complexo da PDH durante o ciclo do acido citrico 
em mamiferos. 0 complexo da PDH e alostericamente ini¬ 
bido quando as razoes [ATP]/[ADP], [NADH]/[NADp e [acetil- 
-CoA]/[CoA] estao elevadas, indicando um estado metabolico 
com energia suficiente. Quando estas razoes decrescem, o re- 
sultado e a ativaqao alosterica da oxidagao do piruvato. A veloci- 
dade do fluxo pelo ciclo do acido citrico pode ser limitada pela 
disponibilidade dos substrates da citrato-sintase, oxaloacetato 
e acetil-CoA, ou de NAD^, o qual e exaurido pela conversao a 
NADH, retardando as tres etapas de oxidagao dependentes de 
NAD. A inibigao por retroalimentagao por succinil-CoA, citrate 
e ATP tambem diminui a velocidade do ciclo pela inibigao de 
etapas iniciais. No tecido muscular, o Ca^^ estimula a contragao 
e, como mostrado aqui, estimula o metabolismo gerador de 
energia para repor o ATP consumido durante a contragao. 


Acetil-CoA 
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NADH e acetil-CoA. A enzima mitocondrial vegetal tambem 
e regulada pela fosforilagao reversivel; o pimvato inibe a 
cinase, ativando o complexo da PDH, e NH4 estimula a ci- 
nase, causando a inativagao do complexo. 0 complexo da 
PDH de E. coll esta sob regulagao alosterica similar aquela 
da enzima de mamiferos, mas nao parece ser regulado por 
fosforilagao. 

0 cicio do acido ci'trico e regulado nas tres etapas 
exergonicas 

0 fluxo de metabolites durante o curso do cicio do acido 
citrico e mantido sob regulagao rigorosa. Tres fatores con- 
trolam a velocidade do fluxo no cicio: disponibilidade de 
substrate, inibigao pelos produtos acumulados e inibigao 
alosterica por retroalimentagao das enzimas que catalisam 
as etapas iniciais do cicio. 

Cada uma das tres etapas fortemente exergonicas do 
cicio - aquelas catalisadas por citrato-sintase, isocitrato- 
-desidrogenase e a-cetoglutarato-desidrogenase (Figura 
16-19) - podem tornar-se a etapa limitante da velocidade 
sob algumas circunstancias. A disponibilidade dos subs¬ 
trates da citrato-sintase (acetil-CoA e oxaloacetato) va- 
ria com o estado metabolico da celula e, as vezes, limi- 
ta a taxa de formagao de citrate. 0 NADH, produto da 
oxidagao do citrate e do a-cetoglutarato, acumula-se sob 
determinadas condigoes, e em alta [NADH]/[NAD^] am- 
bas as reagoes de desidrogenagao sao fortemente inibi- 
das pela agao das massas. Na celula, de maneira similar, a 
reagao da malato-desidrogenase esta essencialmente em 
equilibrio (ou seja, e limitada pelo substrate), e quando a 
[NADH]/[NAD’^] esta alta, a concentragao de oxaloaceta¬ 
to esta baixa, desacelerando a primeira etapa do cicio. 0 
acumulo de produto inibe as tres etapas limitantes do ci¬ 
cio: a succinil-CoA inibe a a-cetoglutarato-desidrogenase 
(e tambem a citrato-sintase); o citrate bloqueia a citrato- 
-sintase; e o produto final, ATP, inibe a citrato-sintase e 
a isocitrato-desidrogenase. A inibigao da citrato-sintase 
pelo ATP e abrandada por ADP, um ativador alosterico 
dessa enzima. Nos musculos dos vertebrados, Ca^^, o si- 
nalizador para a contragao e o aumento concomitante na 
demanda de ATP, ativa a isocitrato-desidrogenase e a a- 
-cetoglutarato-desidrogenase, assim como ativa o comple¬ 
xo da PDH. Dessa forma, as concentragoes dos substrates 
e dos intermediaries do cicio do acido citrico ajustam o 
fluxo dessa via para a velocidade que fornega as concen¬ 
tragoes otimas de ATP e NADH. 

Sob condigoes normais, as velocidades da glicolise e do 
cicio do acido citrico estao integradas de mode que a quan- 
tidade de glicose metabolizada a piruvato seja exatamente 
a quantidade suficiente para suprir o cicio do acido citri¬ 
co com o seu combustivel, os grupos acetil da acetil-CoA. 
Piruvato, lactato e acetil-CoA normalmente sao mantidos 
nas concentragoes do estado estacionario. A velocidade da 
glicolise e vinculada a velocidade do cicio do acido citrico 
nao apenas por meio da inibigao pelos altos niveis de ATP e 
NADH, os quais sao comuns a ambos os estagios da oxida¬ 
gao da glicose, a via glicolitica e a respiragao, mas tambem 
e regulada pela concentragao de citrate. Citrate, o produto 


da primeira etapa do cicio do acido citrico, e um importan- 
te inibidor alosterico da fosfofrutocinase-1 na via glicolitica 
(ver Figura 15-16). 

A canaliza^o do substrato em complexes 
multienzimaticos pode ocorrer durante 0 
cicio do acido citrico 

Embora as enzimas do cicio do acido citrico normalmen¬ 
te sejam descritas como componentes soluveis da matriz 
mitocondrial (exceto pela succinato-desidrogenase, que e 
ligada a membrana), evidencias crescentes sugerem que, 
dentro da mitocondria, essas enzimas existem como com¬ 
plexes multienzimaticos. A abordagem classica da enzimo- 
logia - a purificagao de proteinas isoladas a partir de ex- 
tratos de celulas lisadas - foi utilizada com grande sucesso 
para as enzimas do cicio do acido citrico. Entretanto, a 
primeira “vitima” da lise celular e o alto nivel de organiza- 
gao da celula - as interagoes nao covalentes e reversiveis 
de uma proteina com a outra, ou entre enzimas e algum 
componente estrutural, como membranas, microtubules 
ou microfilamentos. Quando as celulas sao rompidas, seus 
conteudos, incluindo enzimas, sao diluidos 100 ou 1.000 
vezes (Figura 16-20). 

Varies tipos de evidencias sugerem que, nas celulas, 
os complexes multienzimaticos asseguram a passagem 


No citosol, altas concentragoes Em um extrato de celulas 

das enzimas 1,2 e 3 lisadas, a diluigao com solugao 

favorecem sua associagao. tampao reduz as concentragoes 

das enzimas 1, 2 e 3, favorecendo 
sua dissociagao. 

FIGURA 16-20 Adiluigaode uma solugao contendo um complexo proteico 
nao ligado covalentemente - como um constituido por tres enzimas (ilustra- 
das aqui em vermelho, azul e verde) - favorece a dissociagao do complexo 
em seus constituintes. 
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eficiente do produto de uma reagao enzimatica para a 
proxima enzima da via. Tais complexos sao chamados 
de metabolons. Certas enzimas do ciclo do acido citri- 
co tern sido isoladas em conjunto como complexos su- 
pramoleculares, on tern sido encontradas em associagao 
com a membrana mitocondrial interna, on se difundem 
na matriz mitocondrial mais lentamente do que o espe- 
rado para proteinas isoladas em solugao. Existem fortes 
evidencias da canalizagao de substrates por complexos 
multienzimaticos em outras vias metabolicas, e muitas 
enzimas consideradas “soluveis” provavelmente atuam 
na celula em complexos altamente organizados que ca- 
nalizam intermediaries. Outros exemplos de canalizagao 
serao fornecidos na discussao da biossintese de aminoa- 
cidos e nucleotideos, no Capitulo 22. 

Algumas mutates em enzimas do ciclo do acido citrico 
levam ao desenvolvimento de cancer 


perturbagao metabolica importante, o resultado pode ser 
uma doenga grave. Sao rarissimas as mutagoes nas enzi¬ 
mas do ciclo do acido citrico em humanos e outros mami- 
feros, mas quando ocorrem sao devastadoras. Defeitos 
geneticos no gene da fumarase levam a tumores no mus¬ 
culo liso (leiomas) e nos rins; mutagoes na succinato-desi- 
drogenase levam a tumores da glandula suprarrenal (feo- 
cromocitomas). Nas celulas em cultura com essas 
mutagoes, o fumarato (no case das mutagoes na fumara¬ 
se) e, em menor extensao, o succinate (no case das muta¬ 
goes na succinato-desidrogenase) acumulam-se, e esse 
acumulo induz a expressao do fator de transcrigao induzi- 
vel por hipoxia HIF-lo: (HIF, de hipoxia-inducihle trans¬ 
cription factor^ (ver Quadro 14-1). 0 mecanismo que 
leva a formagao do tumor pode ser a geragao de um estado 
de pseudo-hipoxia. Nas celulas com essas mutagoes, ocor- 
re maior expressao dos genes normalmente regulados por 
HIF-lo:. Esses efeitos das mutagoes nos genes da fumarase 
e da succinato-desidrogenase os definem como genes su- 
pressores de tumor (p. 489). 

Outra conexao marcante entre os intermediarios do 
ciclo do acido citrico e cancer e a descoberta que, em 
muitos tumores das celulas da glia (gliomas), a isocitra- 
to-desidrogenase dependente de NADPH apresenta um 
defeito genetico incomum. A enzima mutante perde sua 
atividade normal (converte isocitrato a Q:-cetoglutarato), 
mas ganha uma nova atividade: ela converte a-cetoglu- 
tarato a 2-hidroxiglutarato (Figura 16-21), que acumula 
nas celulas tumorais. o:-Cetoglutarato e Fe^^ sao cofatores 
essenciais para uma familia de histonas-desmetilases que 
alteram a expressao genica por meio da remogao de gru- 
pos metil de residues de Arg e Lys nas histonas que orga- 
nizam o DNA nuclear. Por competir com o Q:-cetoglutarato 
pela ligagao as histonas-desmetilases, o 2-hidroxiglutarato 
inibe a atividade dessas enzimas. A inibigao das histonas- 
-desmetilases, por sua vez, interfere com a regulagao ge¬ 
nica normal, levando ao crescimento descontrolado das 
celulas da glia. ■ 


Quando os mecanismos da regulagao de uma via 
como o ciclo do acido citrico sao afetados oor uma 
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FIGURA 16-21 Uma isocitrato-desidrogenase mutante adquire uma 
nova fun^ao. A isocitrato-desidrogenase do tipo selvagem catalisa a con- 
versao de isocitrato a a-cetoglutarato, porem mutagoes que alteram o sitio 
de ligagao do isocitrato levam a perda da fungao da atividade enzimatica 
normal e ao ganho de uma nova atividade: conversao de a-cetoglutarato 
a 2-hidroxiglutarato. 0 acumulo deste produto inibe a histona-desmetilase, 
alterando a regulagao genica e levando a tumores das celulas gliares no 
cerebro. 


RESUMO 16.3 Regulagao do ciclo do acido citrico 

► A velocidade global do ciclo do acido citrico e controlada 
pela taxa de conversao do piruvato a acetil-CoA e pelo 
fluxo pelas enzimas citrato-sintase, isocitrato-desidro¬ 
genase e a-cetoglutarato-desidrogenase. Esses fluxos 
sao determinados pelas concentragoes dos substratos e 
dos produtos: os produtos finals ATP e NADH sao inibi- 
dores, e os substratos NAD"^ e ADP sao estimuladores. 

► A produgao de acetil-CoA para o ciclo do acido citrico 
pelo complexo da PDH e inibida alostericamente pelos 
metabolitos que sinalizam a suficiencia de energia meta¬ 
bolica (ATP, acetil-CoA, NADH e acidos graxos), sendo 
estimulada pelos metabolitos que indicam um supri- 
mento de energia reduzido (AMP, NAD^, CoA). 

► Os complexos formados por enzimas em sequencia em 
uma via possibilitam a canalizagao do substrato entre 
essas enzimas. 


16.4 Ciclo do glioxilato 

Os vertebrados nao conseguem converter acidos graxos, ou 
o acetato derivado deles, a carboidratos. As conversoes de 
fosfoenolpiruvato a piruvato (p. 554) e de piruvato a acetil- 
-CoA (Figura 16-2) de tao exergonicas sao essencialmente 
irreversiveis. Se uma celula nao consegue converter acetato 
a fosfoenolpiruvato, o acetato nao pode ser o material de 
partida para a via gliconeogenica, que leva de fosfoenolpi¬ 
ruvato a glicose (ver Figura 15-13). Sem essa capacidade. 
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portanto, uma celula ou organismo e incapaz de converter 
combustiveis ou metabolitos que sao degradados a acetato 
(acidos graxos e certos aminoacidos) em carboidratos. 

Como mencionado na discussao sobre reagoes anaple- 
roticas (Tabela 16-2), o fosfoenolpiruvato pode ser sinte- 
tizado a partir de oxaloacetato em uma reagao reversivel 
catalisada pela PEP-carboxicinase: 

Oxaloacetato + GTP fosfoenolpiruvato + COg + GDP 

Como os atomos de carbono das moleculas de acetato que 
entram no ciclo do acido citrico aparecem oito etapas de- 
pois no oxaloacetato, pode parecer que esta via pode pro- 
duzir oxaloacetato a partir de acetato e, assim, originar 
fosfoenolpiruvato para a gliconeogenese. Contudo, como 
mostrado por um exame da estequiometria do ciclo do aci¬ 
do citrico, nao ha conversao liquida de acetato a oxaloace¬ 
tato; nos vertebrados, para cada dois carbonos que entram 
no ciclo na forma de acetil-CoA, dois sao liberados na forma 
de CO 2 . Em muitos organismos que nao os vertebrados, o 
ciclo do glioxilato funciona como mecanismo para a conver¬ 
sao de acetato a carboidratos. 

0 ciclo do glioxilato produz compostos de quatro 
carbonos a partir de acetato 

Em plantas, certos invertebrados e alguns microrganismos 
Cincluindo E. coli e levedura), o acetato pode ser tanto um 
combustivel rico em energia como uma fonte de fosfoenol¬ 
piruvato para a sintese de carboidratos. Nesses organismos, 
as enzimas do ciclo do glioxilato catalisam a conversao 
liquida de acetato a succinato ou outros intermediarios de 
quatro carbonos do ciclo do acido citrico: 

2 Acetil-CoA + NAD^ + 2 H 2 O-^ 

succinato + 2CoA + NADH + 

No ciclo do glioxilato, a acetil-CoA e condensada com o 
oxaloacetato para formar citrato, e o citrato e convertido 
a isocitrato, exatamente como no ciclo do acido citrico. A 
proxima etapa, porem, nao e a quebra do isocitrato pela 
isocitrato-desidrogenase, mas a clivagem do isocitrato 
pela isocitrato-liase, formando succinato e glioxilato. 
0 glioxilato, entao, e condensado com uma segunda mo- 
lecula de acetil-CoA para a geragao de malato, em uma 
reagao catalisada pela malato-sintase. 0 malato e pos- 
teriormente oxidado a oxaloacetato, o qual pode ser con¬ 
densado com outra molecula de acetil-CoA para iniciar 
outra volta do ciclo (Figura 16-22). Cada volta do ciclo 
do glioxilato consome duas moleculas de acetil-CoA e pro¬ 
duz uma molecula de succinato, que esta, entao, dispo- 
nivel aos propositos biossinteticos. 0 succinato pode ser 
convertido via fumarato e malato a oxaloacetato, o qual 
pode, entao, ser convertido a fosfoenolpiruvato pela PEP- 
-carboxicinase, e, assim, a glicose pela gliconeogenese. Os 
vertebrados nao tern as enzimas especificas do ciclo do 
glioxilato (isocitrato-liase e malato-sintase) e, portanto, 
nao conseguem realizar a sintese liquida de glicose a par¬ 
tir de lipideos. 

Em plantas, as enzimas do ciclo do glioxilato estao se- 
questradas em organelas delimitadas por membrana cha- 
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FIGURA 16-22 Ciclo do glioxilato. A citrato-sintase, a aconitase e a 
malato-desidrogenase do ciclo do glioxilato sao isoenzimas das enzimas 
do ciclo do acido citrico; isocitrato-liase e malato-sintase sao exclusivas do 
ciclo do glioxilato. Observe que dois grupos acetil (em cor salmao) entram 
no ciclo e quatro carbonos saem na forma de succinato (em azul). 0 ciclo 
do glioxilato foi elucidado por Hans Kornberg e Neil Madsen no laboratorio 
de Hans Krebs. 


madas de glioxissomos, os quais sao peroxissomos espe- 
cializados (Figura 16-23). As enzimas comuns ao ciclo do 
acido citrico e do glioxilato tern duas isoenzimas, uma espe- 
cifica das mitocondrias, outra especifica dos glioxissomos. 
Os glioxissomos nem sempre estao presentes em todos os 
tecidos vegetais. Eles se desenvolvem nas sementes ricas 
em lipideos durante a germinagao, antes de a planta adqui- 
rir a capacidade de produzir glicose pela fotossintese. Alem 
das enzimas do ciclo do glioxilato, os glioxissomos contem 
todas as enzimas necessarias para a degradagao dos acidos 
graxos estocados nos oleos das sementes (ver Figura 17- 
14). A acetil-CoA formada pela degradagao dos lipideos e 
convertida a succinato, via ciclo do glioxilato, e o succinato 
e exportado para a mitocondria, onde as enzimas do ciclo 
do acido citrico o transformam em malato. Uma isoenzima 
citosolica da malato-desidrogenase oxida malato a oxaloa¬ 
cetato, um precursor para a gliconeogenese. As sementes 
em germinagao podem, assim, converter em glicose os car¬ 
bonos dos lipideos estocados. 
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Corpo lipidico 



FIGURA 16-23 Micrografia eletronica de uma semente de pepino em 
germinapao, mostrando glioxissomo, mitocondrias e corpos lipidicos cir- 
cundantes. 

Os ciclos do acido citrico e do glioxilato sao regulados 
coordenadamente 

Nas sementes em germinagao, as transformagoes enzima- 
ticas dos acidos dicarboxilico e tricarboxilico ocorrem em 
tres compartimentos intracelulares: mitocondrias, glioxis- 
somos e citosoL Existe um constante intercambio de meta¬ 
bolites entre esses compartimentos (Figura 16-24). 

0 esqueleto de carbono do oxaloacetato originado pelo 
ciclo do acido citrico (na mitocondria) e transportado ao 
glioxissomo na forma de aspartate. 0 aspartate e convertido 
a oxaloacetato, que se condensa com a acetil-CoA derivada 
da degradagao dos acidos graxos. 0 citrate assim formado e 
convertido a isocitrato pela aconitase, sendo entao dividido 
em glioxilato e succinate pela isocitrato-liase. 0 succinate 
retorna a mitocondria, entra novamente no ciclo do acido 
citrico e e transformado em malato, que vai para o citosol e 
e oxidado (pela malato-desidrogenase citosolica) a oxalo¬ 
acetato. 0 oxaloacetato e convertido, via gliconeogenese, 
a hexoses e sacarose, as quais podem ser transportadas as 
raizes e aos brotos em crescimento. Quatro vias distintas 
participam destas conversoes: degradagao dos acidos gra¬ 
xos a acetil-CoA (nos glioxissomos), ciclo do glioxilato (nos 
glioxissomos), ciclo do acido citrico (nas mitocondrias) e 
gliconeogenese (no citosol). 

0 compartilhamento de intermediaries comuns requer 
que essas vias sejam reguladas de forma coordenada. 0 
isocitrato e um intermediario crucial, no ponto de ramifica- 
gao entre os ciclos do glioxilato e do acido citrico (Figura 
16-25). A isocitrato-desidrogenase e regulada por modifi- 
cagao covalente: uma proteina-cinase especifica fosforila, e 
assim inativa a desidrogenase. Essa inativagao desvia isoci¬ 
trato para o ciclo do glioxilato, onde ele inicia a via sinteti- 
ca para a produgao de glicose. Uma fosfoproteina-fosfatase 
remove o grupo fosfato da isocitrato-desidrogenase, reati- 
vando a enzima e langando mais isocitrato para geragao de 
energia pelo ciclo do acido citrico. As atividades cinasica e 
fosfatasica de regulagao sao atividades enzimaticas separa- 
das de um unico polipeptideo. 

Algumas bacterias, incluindo E. coli, tern o conjunto 
complete de enzimas para o ciclos do glioxilato e do aci- 
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FIGURA 16-24 Relates entre os ciclos do glioxilato e do acido citrico. 

As reagoes do ciclo do glioxilato (nos glioxissomos) acontecem simultanea- 
mente, entrelagando-se com as reagoes do ciclo do acido citrico (nas mito¬ 
condrias), conforme os intermediarios passam por estes compartimentos. A 
conversao de succinato a oxaloacetato e catalisada pelas enzimas do ciclo 
do acido citrico. A oxidagao de acidos graxos a acetil-CoA esta descrita no 
Capitulo 17; a sintese de hexoses a partir de oxaloacetato esta descrita no 
Capitulo 20. 

do citrico no citosol, podendo, portanto, crescer utilizan- 
do acetate como unica fonte de carbono e energia. A fos- 
foproteina-fosfatase que ativa a isocitrato-desidrogenase 
e estimulada por intermediarios do ciclo do acido citrico e 
da glicolise, sendo inibida pelos indicadores de suprimento 
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FIGURA 16-25 Regula^ao coordenada dos ciclos do glioxilato e do 
acido citrico. A regulagao da atividade da isocitrato-desidrogenase de- 
termina o participagao alternada do isocitrato entre os ciclos do glioxilato e 
do acido citrico. Quando a enzima esta inativada por fosforilagao (por uma 
proteina-cinase especifica), o isocitrato e direcionado para reagoes biossin- 
teticas, via cicio do glioxilato. Quando a enzima e ativada por desfosforilagao 
(por uma fosfatase especifica), o isocitrato entra no cicio do acido citrico e 
ATP e produzido. 


reduzido de energia (Figura 16-25). Os mesmos metaboli- 
tos inibem a atividade cinasica do polipeptideo bifuncional. 
Desse modo, o acumulo de intermediarios das principais 
vias de produgao de energia - indicando o esgotamento de 
energia - resulta na ativagao da isocitrato-desidrogenase. 
Quando a concentragao desses reguladores diminui, sinali- 
zando um fluxo suficiente para a produgao de energia pelo 
cicio do acido citrico, a isocitrato-desidrogenase e inativada 
pela proteina-cinase. 

Os mesmos intermediarios da glicolise e do cicio do 
acido citrico que ativam a isocitrato-desidrogenase sao 
inibidores alostericos da isocitrato-liase. Quando o meta- 
bolismo gerador de energia esta suficientemente rapido e 
mantem baixas as concentragoes dos intermediarios glico- 
liticos e do cicio do acido citrico, a isocitrato-desidrogena¬ 
se e inativada, a inibigao da isocitrato-liase e abrandada e o 
isocitrato flui para a via do glioxilato, para ser utilizado na 
biossintese de carboidratos, aminoacidos e outros compo- 
nentes celulares. 


RESUM016.4 Cicio do glioxilato 

► 0 cicio do glioxilato esta ativo nas sementes em germi- 
nagao de algumas plantas e em certos microrganismos 
que conseguem viver utilizando acetato como a unica 
fonte de carbono. Nas plantas, essa via ocorre nos glio- 
xissomos dos brotos. Ela inclui algumas enzimas do ci¬ 
cio do acido citrico e duas enzimas adicionais: isocitra¬ 
to-liase e malato-sintase. 

► No cicio do glioxilato, o desvio das duas etapas de des- 
carboxilagao do cicio do acido citrico torna possivel a 
formagao liquida de succinate, oxaloacetato e outros 
intermediarios do cicio do acido citrico a partir de ace- 
til-CoA. 0 oxaloacetato formado deste modo pode ser 
utilizado para a sintese de glicose via gliconeogenese. 

► Os vertebrados carecem das enzimas do cicio do glioxi¬ 
lato e nao conseguem sintetizar glicose a partir do ace¬ 
tato ou dos acidos graxos que dao origem a acetil-CoA. 

► A participagao alternada do isocitrato do cicio do acido 
citrico e do cicio do glioxilato e controlada no nivel da 
isocitrato-desidrogenase, a qual e regulada por fosfori- 
lagao reversivel. 


Termos-chave 

Os termos em negrito estdo definidos no glossdrio. 


respiragao 633 
respiragao celular 633 
cicio do acido citrico 633 
cicio do acido 
tricarboxilico 
(TCA) 633 
cicio de Krebs 633 
complexo da piruvato- 
-desidrogenase (PDH) 

634 

descarboxilagao oxidati- 
va 634 

tioester 635 
lipoato 635 

canalizagao do substrato 

637 

centro de ferro-enxofre 

641 

moonlighting 642 


complexo da a-cetoglutarato- 
-desidrogenase 644 

nucleosideo-difosfato- 
-cinase 645 
sintases 646 
sintetases 646 
ligases 646 
liases 646 
cinases 646 
fosforilases 646 
fosfatases 646 
molecula pro-quiral 648 
via anfibolica 650 
reagao anaplerotica 650 
biotina 651 
avidina 653 
metabolon 656 
cicio do glioxilato 657 


Leituras adicionais 
Geral 

Holmes, F.L. (1990, 1993) Hans Krebs, Vol 1: Formation of a 
Scientific Life, 1900-1933; Vol. 2\ Architect of Intermediary 
Metabolism, 1933-1937, Oxford University Press, Oxford. 

Biografia da trajetoria cientifica e pessoal de Krebs, escrita por 
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Livro com miiltiplos autores sobre o ciclo do acido citrico, 
incluindo genetica molecular, mecanismos de regulagao, variagoes do 
ciclo em microrganismos de nichos ecologicos incomuns e evolugao 
da via. Especialmente relevantes sao os capitulos de H. Gest (As 
raizes evolutivas do ciclo do acido citrico em procariotos) W.H. Holms 
(Controle do fluxo por meio do ciclo do acido citrico e o desvio do 
glioxilato em Escherichia colt) e R.N. Perham et al. (Complexos da 
a-cetoacido-desidrogenases). 

Complexo da piruvato-desidrogenase 

Harris, R.A., Bowker-Kinley, M.M., Huang, B., & Wu, P. (2002) 
Regulation of the activity of the pyruvate dehydrogenase complex. 
Adv. Enzyme Regul. 42, 249-259. 
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an icosahedral pyruvate dehydrogenase complex: a multifunctional 
catalytic machine. EMBO J. 21, 5587-5598. 

Bela ilustragao do poder da metodologia para a reconstrugao 
de imagens aliada a microscopia crioeletronica, aqui utilizada para 
desenvolver um modelo plausivel da estrutura do complexo da PDH. 
Compare este modelo com aquele no artigo de Zhou et al. (a seguir). 

Perham, R.N. (2000) Swinging arms and swinging domains in 
multifunctional enzymes: catalytic machines for multistep reactions. 
Annu. Rev. Biochem. 69, 961-1004. 

Revisao sobre o papel dos bragos flexiveis contendo lipoato, 
biotina e pantotenato na canalizagao do substrato em complexos 
multienzrmaticos. 

Zhou, Z.H., McCarthy, D.B., O’Conner, C.M., Reed, L.J., & 
Stoops, J.K. (2001) The remarkable structural and functional 
organization of the eukaryotic pyruvate dehydrogenase complexes. 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98, 14,802-14,807. 

Outro artigo impressionante no qual a reconstrugao de imagens 
e a microscopia crioeletronica originam um modelo para o complexo 
da PDH. Compare este modelo com aquele no artigo de Milne et al. 
(anteriormente). 

Enzimas do ciclo do acido citrico 

de la Fuente, J.M., Ramirez-Rodriguez, V., Cabrera-Ponce, J.L., 
& Herrera-Estrella, L. (1997) Aluminum tolerance in transgenic 
plants by alteration of citrate synthesis. Science 276,1566-1568. 

Fraser, M.D., James, M.N., Bridger, W.A., & Wolodko, W.T. 

(1999) A detailed structural description of Escherichia coli succinyl- 
CoA synthetase. J. Mol. Biol. 285,1633-1653. (Veja tambem a errata 
em J. Mol. Biol. 288, 501 [1998].) 

Goward, C.R. & Nicholls, D.J. (1994) Malate dehydrogenase: a 
model for structure, evolution, and catalysis. Protein Sci. 3, 1883- 
1888. 

Uma curta e boa revisao. 

Hagerhall, C. (1997) Succinate: quinone oxidoreductases: variations 
on a conserved theme. Biochim. Biophys. Acta 1320, 107-141. 

Uma revisao sobre a estrutura e a fungao das succinato- 
desidrogenases. 

Hanson, R.W. (2009) Thematic minireview series: a perspective on 
the biology of phosphoenolpyruvate carboxykinase 55 years after its 
discovery. J. Biol. Chem. 284, 27,021-27,023. 

Introdugao editorial a uma serie de revisoes curtas sobre a PEP- 
carboxicinase neste exemplar da revista. 

Jitrapakdee, S., St. Maurice, M., Rayment, I., Cleland, W.W., 
Wallace, J.C., & Attwood, P.V. (2008) Structure, mechanism and 
regulation of pyruvate carboxylase. Biochem. J. 413, 369-387. 

Ma, J.F., Ryan, P.R., & Delhaize, E. (2001) Aluminium tolerance in 
plants and the complexing role of organic acids. Trends Plant Sci. 6, 
273-278. 


Matte, A., Tari, L.W, Goldie, H., & Delbaere, L.T.J. (1997) 
Structure and mechanism of phosphoenolpyruvate carboxykinase. J. 
Biol. Chem. 272 , 8105-8108. 

Ovadi, J. & Srere, P. (2000) Macromolecular compartmentation and 
channeling. Int. Rev. Cytol. 192, 255-280. 

Aprofundada revisao sobre as evidencias em canalizagao e 
metabolons. 

Prensner, J.R. & Chinnaiyan, A.M. (2011) Metabolism unhinged: 
IDH mutations in cancer. Nat. Med. 17, 291-293. 

Sucinta revisao sobre as mutagoes da isocitrato-desidrogenase 
associadas com cancer. 

Remington, S.J. (1992) Structure and mechanism of citrate 
synthase. Curr. Top. Cell. Regul. 33, 209-229. 

Completa revisao sobre a enzrma citrato-sintase. 

Singer, T.P. & Johnson, M.K. (1985) The prosthetic groups of 
succinate dehydrogenase: 30 years from discovery to identification. 
EEBSLett. 190, 189-198. 

Descrigao da estrutura e da fungao dos centros de ferro-enxofre 
na succinato-desidrogenase. 

Weigand, G. & Remington, S.J. (1986) Citrate synthase: structure, 
control, and mechanism. Rev. Biophys. Biophys. Chem. 15, 

97-117. 

Wolodko, W.T., Fraser, M.E., James, M.N.G., & Bridger, WA. 

(1994) The crystal structure of succinyl-CoA synthetase from 
Escherichia coli at 2.5-A resolution. J. Biol. Chem. 269,10,883- 
10,890. 

Yang, J., Kalhan, S.C., & Hanson, R.W. (2009) What is the 
metabolic role of phosphenolpyruvate carboxykinase? J. Biol. Chem. 
284, 27,025-27,029. 

Breve revisao sobre as diversas fungoes desta enzrma. 

Enzimas com mais de uma fungao 

Eisenstein, R.S. (2000) Iron regulatory proteins and the molecular 
control of mammalian iron metabolism. Rev. Nutr. 20, 627-662. 

Flores, C.-L. & Gancedo, C. (2011) Unraveling moonlighting 
functions with yeasts. lUBMB Life 63, 457-462. 

Jeffery, C.J. (1999) Moonlighting proteins. Trends Biochem. Sci. 

24, 8-11. 

Kim, J.-W. & Dang, C.V. (2006) Multifaceted roles of glycolytic 
enzymes. Trends Biochem. Sci. 30, 142-150. 

Revisao em nivel intermediario sobre as enzimas com mais de 
uma fungao. 

Ronanlt, T.A. (2006) The role of iron regulatory proteins in mammalian 
iron homeostasis and disease. Nat. Chem. Biol. 2, 406-414. 

Revisao avangada. 

Regulagao do ciclo do acido citrico 

Briere, J.-J., Favier, J., Gimenez-Roqneplo, A.-P., & Rnstin, 

P. (2006) Tricarboxylic acid cycle dysfunction as a cause of human 
diseases and tumor formation. Am. J. Physiol. Cell Physiol. 291, 
1114-1120. 

Revisao em nivel intermediario sobre os efeitos clinicos 
das mutagoes na succinato-desidrogenase, na fumarase e na 
a-cetoglutarato-desidrogenase. 

Hansford, R.G. (1980) Control of mitochondrial substrate oxidation. 
Curr. Top. Bioenerget. 10, 217-278. 

Detalhada revisao sobre a regulagao do ciclo do acido citrico. 

Kaplan, N.O. (1985) The role of pyridine nucleotides in regulating 
cellular metabolism. Curr. Top. Cell. Regul. 26, 371-381. 

Excelente discussao geral sobre a importancia da razao [NADH]/ 
[NAD^j na regulagao celular. 
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King, A., Selak, M.A., & Gottlieb, E. (2006) Succinate 
dehydrogenase and fumarate hydratase: linking mitochondrial 
dysfunction and cancer. Oncogene 25, 4675-4682. 

Reed, L.J., Damuni, Z., & Merryfield, M.L. (1985) Regulation of 
mammalian pyruvate and branched-chain a-keto acid dehydrogenase 
complexes by phosphorylation-dephosphorylation. Curr. Top. Cell. 
Regul. 27, 41-49. 

Cicio do glioxilato 

Eastmond, P.J. & Graham, I.A. (2001) Reexamining the role of the 
glyoxylate cycle in oilseeds. Trends Plant Sci. 6, 72-77. 

Revisao em nivel intermediario sobre os estudos do cicio do 
glioxilato emArabidopsis. 
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Holms, W.H. (1986) The central metabolic pathways of Escherichia 
coli: relationship between flux and control at a branch point, 
efficiency of conversion to biomass, and excretion of acetate. Curr. 
Top. Cell. Regul. 28, 69-106. 


Problemas 

1. O balancete do cicio do acido citrico. 0 cicio do acido 
citrico tern oito enzimas: citrato-sintase, aconitase, isocitrato- 
-desidrogenase, Q!-cetoglutarato-desidrogenase, succinil-CoA- 
-sintetase, succinato-desidrogenase, fumarase e malato-desi- 
drogenase. 

(a) Escreva uma equagao equilibrada para a reagao catali- 
sada por cada enzima. 

(b) Identifique o(s) cofator(es) necessario(s) para cada 
reagao enzimatica. 

(c) Para cada enzima, determine qual dos seguintes descre- 
ve 0 tipo de reagao(oes) catalisada(s): condensagao (formagao 
de ligagao carbono-carbono); desidratagao (perda de agua); hi- 
dratagao (adigao de agua); descarboxilagao (perda de CO 2 ); oxi- 
dagao-redugao; fosforilagao em nivel de substrate; isomerizagao. 

(d) Escreva uma reagao liquida equilibrada para o catabo- 
lismo de acetil-CoA a CO 2 . 

2. Equagao liquida da glicolise e do cicio do acido ci¬ 
trico. Escreva a equagao bioquimica liquida do metabolismo 
de uma molecula de glicose pela glicolise e pelo cicio do acido 
citrico, incluindo todos os cofatores. 

3. A identificagao das reagoes de oxidagao e redugao. 

Uma estrategia bioquimica de muitos organismos vivos e a oxi¬ 
dagao gradual de compostos organicos a CO 2 e H 2 O e a conser- 
vagao da maior parte da energia assim produzida na forma de 
ATP. E importante ser capaz de reconhecer os processes de 
oxidagao e redugao do metabolismo. A redugao de uma mo¬ 
lecula organica e o resultado da hidrogenagao de uma ligagao 
dupla (Equagao 1, abaixo) ou de uma ligagao simples com cli- 
vagem concomitante (Equagao 2). Por outro lado, a oxidagao e 
o resultado da desidrogenagao. Nas reagoes bioquimicas redox, 
as coenzimas NAD e FAD desidrogenam/hidrogenam molecu- 
las organicas na presenga das enzimas apropriadas. 
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Para cada uma das transformagoes metabolicas de (a) a (h), de¬ 
termine se ocorreu uma oxidagao ou uma redugao. Equilibre cada 
transformagao pela insergao de H-H e, onde necessario, H 2 O. 
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(b) H-C-H 
Formaldeido 


O 

II 

H-C^ 

0 “ 

Formato 


+ H+ 


(c) 0=C=0 


Dioxido de carbono 


O 

II 

H-C + H^ 

\ 

0 “ 

Formato 


OH OH 

I I 

(d) CHj-C-C^ 

H 

Glicerato 


O 


O" 


+ H^ 


OH OH . 

I I ^ 

CHa-C-C 

I \ 

H ^ 
Gliceraldeido 


OH OH OH 

I I I 

(e) CH 2 -C—CH 2 

H 

Glicerol 


OH 

I 

CHo-C-CHo 


O OH 

■■ I 


Di-hidroxiacetona 


(f) 


Of* 

H 

Tolueno 


O*' 


O 


+ H^ 


O" 


Benzoato 


O, 


(g) 


% 


O' 


C-CHo-CHo-C 


O 


Succinato 


% 


O 


H 


O 

II 

. Ax 

,C=C, O" 


"O—C, H 

X 

Fumarato 


O 

II 

(h) CH3-C^ 


C- 0 - 

II 

o 


Piruvato 


O 

II 

CH3-C 


+ CO2 


o- 


Acetato 
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4. Relagao entre a libera^ao de energia e o estado de 
oxida^ao do carbono. Uma celula eucariotica pode utilizar 
glicose (CgH^gOe) ^ acido hexanoico (CgHj402) como combusti- 
veis para a respiragao celular. Com base nas formulas estrutu- 
rais, qual substancia libera mais energia por grama na combus- 
tao completa a COg e H2O? 

5. Coenzimas de nicotinamida como transportadores 
redox reversiveis. As coenzimas de nicotinamida (ver Fi- 
gura 13-24) podem, com os substratos adequados e na pre- 
senga da desidrogenase apropriada, sofrer reagoes reversiveis 
de oxidagao-redugao. Nessas reagoes, NADH + atua como 
fonte de hidrogenio, como descrito no Problema 3. Sempre que 
a coenzima for oxidada, o substrato deve ser simultaneamente 
reduzido: 

Substrato + NADH + v ^ produto + NAD^ 

Oxidado Reduzido Reduzido Oxidado 

Para cada uma das reagoes de (a) a (f), determine se o subs¬ 
trato foi oxidado, reduzido ou se o estado de oxidagao nao foi 
alterado (ver Problema 3). Caso uma variagao redox tenha 
ocorrido, equilibre a reagao com a quantidade necessMa de 
NAD^, NADH, H^ e H2O. 0 objetivo e reconhecer quando uma 
coenzima redox e necessaria em uma reagao metabolica. 


(a) CH 3 CH 2 OH 


Etanol 


A 

CHg-C^ 

H 

Acetaldeido 


r 


r 


o 


OPOf- OH 


(b) CH2-C-C 


I 

H 


\ 


CHo 




OPOf 

1,3-Bifosfoglicerato 


I 

-C-C 

I 

H 


O 


+ HPO? 


H 


Gliceraldeido-3-fosfato 


O 

(c) CH 3 -C-C 


O" 




o 


Piruvato 


O 

(d) CH 3 -C-C 


0“ 




O 


Piruvato 


CH3-C 




O 


+ CO2 


H 

Acetaldeido 


O 


CH3-C 




+ CO2 


O" 


Acetato 


(e) 


O 

II 

■00C-CH2-C-C00- 


Oxaloacetato 


OH 

I 

■OOC-CH 2 -C-COO- 

H 

Malato 


(f) 


O 

II 

CH 3 -C-CH 2 -C 




o 


+ H+ 


0 “ 


Acetoacetato 


O 

II 

CH 3 -C-CH 3 -L CO 2 


Acetona 


6. Cofatores e mecanismo da piruvato-desidrogenase. 

Descreva a fungao de cada cofator envolvido na reagao catali- 
sada pelo complexo da piruvato-desidrogenase. 


7. Deficiencia de tiamina. Individuos com dieta deficitaria 
em tiamina tern niveis relativamente altos de piruvato na corren- 
te sanguinea. Explique esse fenomeno em termos bioquimicos. 

8. A reagao da isocitrato-desidrogenase. Qual o tipo de 
reagao quimica envolvido na conversao de isocitrato a Q!-ceto- 
glutarato? Identifique e descreva a fungao de todos os cofato¬ 
res. Que outra(s) reagao (oes) do ciclo do acido citrico e(sao) 
desse mesmo tipo? 

9. Estimulo do consumo de oxigenio por oxaloacetato 
e malato. No inicio dos anos de 1930, Albert Szent-Gyorgyi 
publicou a interessante observagao de que a adigao de pe- 
quenas quantidades de oxaloacetato ou malato a suspensoes 
de um macerado do musculo peitoral de pombo estimulava o 
consumo de oxigenio da preparagao. Surpreendentemente, 
a quantidade de oxigenio consumida era cerca de sete vezes 
maior do que a quantidade necessaria para a oxidagao com¬ 
pleta (a CO2 e H2O) do oxaloacetato ou malato adicionado. Por 
que a adigao de oxaloacetato ou malato estimula o consumo de 
oxigenio? Por que a quantidade de oxigenio consumida era tao 
maior do que a quantidade necessaria para oxidar completa- 
mente o oxaloacetato ou malato adicionado? 

10. Formagao de oxaloacetato na mitocondria. Na ulti¬ 
ma reagao do ciclo do acido citrico, o malato e desidrogenado 
para regenerar o oxaloacetato, necessario para a entrada de 
acetil-CoA no ciclo: 

L-Malato + NAD^-> oxaloacetato + NADH + H^ 

AG'° = 30,0kJ/mol 

(a) Calcule a constante de equilibrio a 25°C para esta 
reagao. 

(b) Como o AG'"' assume um pH padrao igual a 7, a cons¬ 
tante de equilibrio calculada em (a) corresponde a 

[oxaloacetato] [NADH] 

~ [L-malato][NAD'^] 

A medida da concentragao de L-malato nas mitocondrias de 
figado de rato e aproximadamente 0,20 mM quando [NAD^]/ 
[NADH] e igual a 10. Calcule a concentragao de oxaloacetato 
nessas mitocondrias em pH 7. 

(c) Para estimar a magnitude da concentragao mitocon- 
drial de oxaloacetato, calcule o numero de moleculas de oxalo¬ 
acetato em uma unica mitocondria do figado de rato. Assuma 
que a mitocondria e uma esfera com 2,0 jam de diametro. 

11. Cofatores do ciclo do acido citrico. Suponha que 
voce tenha preparado um extrato mitocondrial que contem 
todas as enzimas soluveis da matriz, mas que perdeu (por dia- 
lise) todos os cofatores de baixa massa molecular. 0 que voce 
deve adicionar ao extrato para que a preparagao oxide acetil- 
-CoA a CO2? 

12. Deficiencia de riboflavina. Como uma deficiencia de 
riboflavina afetaria o funcionamento do ciclo do acido citrico? 
Explique sua resposta. 

13. Conteudo de oxaloacetato. Que fatores poderiam di- 
minuir a quantidade de oxaloacetato disponivel para a atividade 
do ciclo do acido citrico? Como 0 oxaloacetato pode ser reposto? 

14. Rendimento energetico do ciclo do acido citrico. A 

reagao catalisada pela succinil-CoA-sintetase produz o com- 
posto de alta energia GTP Como a energia livre contida no GTP 
e incorporada ao conteudo celular de ATP? 
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15. Estudos sobre respira^ao em mitocondrias isoladas. 

A respiragao celular pode ser estudada em mitocondrias isola¬ 
das pela medida do consumo de oxigenio sob diferentes condi- 
goes. Se 0,01 M de malonato de sodio e adicionado a mitocon¬ 
drias respirando ativamente e utilizando piruvato como fonte 
de combustivel, a respiragao rapidamente para e um interme- 
diario metabolico se acumula. 

(a) Qual e a estrutura desse intermediMo? 

(b) Explique por que ele se acumula. 

(c) Explique por que o consumo de oxigenio para. 

(d) Alem da remogao do malonato, como essa inibigao da 
respiragao pode ser superada? Explique. 

16. Estudos com marcagao em mitocondrias isoladas. 

As vias metabolicas dos compostos organicos tern sido fre- 
quentemente delineadas pelo uso de um substrate marcado 
radioativamente com o posterior acompanhamento do destine 
desse marcador. 

(a) Como voce poderia determinar se a glicose adiciona- 
da a uma suspensao de mitocondrias isoladas e metabolizada 
a CO2 e H2O? 

(b) Suponha que voce adicione um breve pulso de [3-^^C] 
piruvato (marcado na posigao do me til) as mitocondrias. Apos 
uma rodada do ciclo do acido citrico, qual e a posigao do no 
oxaloacetato? Explique seguindo o marcador ao longo da 
via. Quantas rodadas do ciclo sao necessMas para que todo o 
[3-^^C]piruvato seja liberado na forma de CO2? 

17. A via do CO 2 na gliconeogenese. Na primeira etapa 
da gliconeogenese, a conversao de piruvato a fosfoenolpiruva- 
to (PEP), o piruvato e carboxilado pela piruvato-carboxilase 
a oxaloacetato, depois descarboxilado a PEP pela PEP-carbo- 
xicinase (Capitulo 14). Como a adigao de CO2 e seguida pela 
perda de CO2, voce poderia esperar que, em experrmentos com 
marcadores, o ^^C do ^^C02 nao fosse incorporado ao PEP, gli¬ 
cose ou qualquer outro intermediario da gliconeogenese. En- 
tretanto, pesquisadores observaram que, quando uma prepara- 
gao de figado de rato sintetiza glicose na presenga de ^^C02, o 
^^C lentamente aparece no PEP e, no devido tempo, aparece no 
C-3 e no C-4 da glicose. Como o marcador ^^C e incorporado ao 
PEP e a glicose? (Dica: Durante a gliconeogenese na presenga 
de ^^C02, varies intermedimos do ciclo do acido citrico com 
quatro carbonos tambem se tornam marcados.) 

18. Catabolismo da [l-^^C]glicose. Uma cultura bacteria- 
na respirando ativamente e incubada brevemente com [1-^^C] 
glicose, e os intermediaries do ciclo do acido citrico e da via 
glicolitica sao isolados. Em que posigao esta o ^^C em cada um 
dos intermediaries listados abaixo? Considere apenas a incor- 
poragao inicial de ^^C, na primeira passagem da glicose marca- 
da pelas vias. 

(a) Frutose-l,6-bifosfato 

(b) Gliceraldeido-3-fosfato 

(c) Fosfoenolpiruvato 

(d) Acetil-CoA 

(e) Citrate 

(f) Q!-Cetoglutarato 

(g) Oxaloacetato 

^ 19. O papel da vitamina tiamina. Pessoas com beri 

__ beri, doenga causada pela deficiencia de tiamina, apre- 

sentam niveis sanguineos elevados de piruvato e a-cetogluta- 
rato, especialmente apos consumirem uma refeigao rica em 
glicose. Como esses resultados se relacionam a deficiencia de 
tiamina? 


20. A smtese de oxaloacetato pelo ciclo do acido citrico. 

0 oxaloacetato e formado na ultima etapa do ciclo do acido 
citrico pela oxidagao do L-malato, dependente de NAD^. A 
smtese liqnida de oxaloacetato a partir de acetil-CoA poderia 
ocorrer com o uso somente de enzrmas e cofatores do ciclo do 
acido citrico, sem o esgotamento dos intermediarios do ciclo? 
Explique. Como o oxaloacetato que e desviado do ciclo (para 
reagoes biossinteticas) e reposto? 

21. O esgotamento de oxaloacetato. 0 figado de mami- 
feros pode efetuar a gliconeogenese utilizando oxaloacetato 
como material de partida (Capitulo 14). A operagao do ciclo do 
acido citrico seria afetada pela intensa utilizagao de oxaloace¬ 
tato para a gliconeogenese? Explique sua resposta. 

22. O modo de agao do rodenticida fluoroacetato. 0 flu- 
oroacetato, comercialmente preparado para 0 controle de roe- 
dores, tambem e produzido por uma planta sul-africana. Apos 
entrar na celula, 0 fluoroacetato e convertido a fluoroacetil-CoA 
em uma reagao catalisada pela enzima acetato-tiocinase: 

F —CH2COO +C0A-SH + ATP -> 

F—CH2C — S-CoA -E AMP + PPi 

O 

0 efeito toxico do fluoroacetato foi estudado em um expe- 
rimento utilizando o coragao isolado e intacto de rato. Apos 
o coragao ser perfundido com fluoroacetato 0,22 mM, as ta- 
xas medidas de captagao de glicose e a glicolise diminuiram, 
e glicose-6-fosfato e frutose-6-fosfato ficaram acumuladas. 0 
exame dos intermediarios do ciclo do acido citrico revelou 
que essas concentragoes estavam abaixo do normal, exceto 
pelo citrato, com uma concentragao 10 vezes maior do que o 
normal. 

(a) Onde ocorreu o bloqueio do ciclo do acido citrico? 0 
que causou o acumulo de citrato e o esgotamento dos outros 
intermediMos? 

(b) A fluoroacetil-CoA e enzimaticamente transformada 
pelo ciclo do acido citrico. Qual e a estrutura do produto final 
do metabolismo do fluoroacetato? Por que ele bloqueia o ciclo 
do acido citrico? Como a inibigao pode ser superada? 

(c) Nos experimentos de perfusao cardiaca, por que a cap¬ 
tagao de glicose e a glicolise diminuiram? Por que as hexoses 
monofosfatadas se acumularam? 

(d) Por que o fluoroacetato e um veneno letal? 

23. A smtese de L-malato na produgao de vinho. A 

acidez de alguns vinhos e devida as altas concentragoes de l- 
-malato. Escreva uma sequencia de reagoes mostrando como 
celulas de leveduras sintetizam L-malato a partir de glicose sob 
condigoes anaerobias na presenga de CO2 dissolvido (HCOg”). 
Observe que a reagao global dessa fermentagao nao pode en- 
volver o consumo de coenzimas de nicotinamida ou interme¬ 
diarios do ciclo do acido citrico. 

24. Smtese liqnida de a-cetoglutarato. 0 a-cetogluta- 
rato desempenha um papel crucial na biossintese de alguns 
aminoacidos. Escreva a sequencia de reagoes enzimaticas 
que poderiam resultar na sintese liquida de Q!-cetoglutarato a 
partir de piruvato. A sequencia de reagoes proposta nao deve 
envolver o consumo liquido de outros intermediarios do ciclo 
do acido citrico. Escreva uma equagao para a reagao global e 
identifique a fonte de cada reagente. 

25. \^as anfibolicas. Explique, dando exemplos, o signifi- 
cado da afirmagao de que o ciclo do acido citrico e anfibolico. 
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26. Regula^ao do complexo da piruvato-desidrogenase. 

Nos tecidos animais, a taxa de conversao de pimvato a acetil- 
-CoA e regulada pela razao entre o complexo da PDH ativo e 
fosforilado, e inativo e desfosforilado. Determine o que acon- 
tece com a velocidade desta reagao quando uma preparagao 
de mitocondrias de musculo de coelho contendo o comple¬ 
xo da PDH e tratada com (a) piruvato-desidrogenase-cinase, 
ATP e NADH; (b) piruvato-desidrogenase-fosfatase e Ca^^; 
(c) malonato. 

27. A smtese comercial de acido citrico. 0 acido citrico 
e utilizado como agente flavorizante em refrigerantes, sucos 
de frutas e em muitos outros aliment os. Ao redor do mundo, 
o mercado do acido citrico esta estimado em centenas de mi- 
Ihoes de dolares por ano. A produgao comercial utiliza o fungo 
Aspergillus niger, que metaboliza a sacarose sob condigoes 
cuidadosamente controladas. 

(a) 0 rendimento de acido citrico depende muito da con- 
centragao de FeClg no meio de cultura, como indicado no grafi- 
co. Por que o rendimento decresce quando a concentragao de 
Fe^^ esta acima ou abaixo do valor otimo de 0,5 mg/L? 



(b) Escreva a sequencia de reagoes pelas quais A. niger 
sintetiza acido citrico a partir de sacarose. Escreva uma equa- 
gao para a reagao global. 

(c) 0 processo comercial requer que o meio de cultura seja 
aerado? Em outras palavras, o processo e uma fermentagao ou 
um processo aerobio? Explique. 

28. Regulagao da citrato-sintase. Na presenga de quanti- 
dades saturantes de oxaloacetato, a atividade da citrato-sintase 
do tecido cardiaco de porco mostra uma dependencia sigmoi- 
de da concentragao de acetil-CoA, como mostrado no grafico 
abaixo. Quando succinil-CoA e adicionado, a curva e deslocada 
para a direita e a dependencia sigmoide e mais pronunciada. 



[Acetil-CoA] (/aM) 

Com base nessas observagoes, sugira como a succinil-CoA re- 
gula a atividade da citrato-sintase. (Dica: ver Figura 6-34.) Por 
que a succinil-CoA e um sinal apropriado para a regulagao do 


ciclo do acido citrico? Como a regulagao da citrato-sintase con- 
trola a taxa de respiragao celular no tecido cardiaco de porco? 

29. Regulagao da piruvato-carboxilase. A carboxilagao 
do piruvato pela piruvato-carboxilase ocorre em uma velocida¬ 
de muito baixa, a nao ser que acetil-CoA, um modulador aloste- 
rico positive, esteja presente. Logo apos uma refeigao rica em 
acidos graxos (triacilglicerois), mas baixa em carboidratos (gli- 
cose), como essa propriedade de regulagao desativa a oxidagao 
de glicose a COg e HgO, mas aumenta a oxidagao de acetil-CoA 
derivada de acidos graxos? 

30. A relagao entre respiragao e ciclo do acido citrico. 

Embora o oxigenio nao participe diretamente do ciclo do aci¬ 
do citrico, o ciclo somente opera quando Og esta presente. 
Por que? 

31. O efeito da [NADH]/[NAD^] sobre o ciclo do acido. 
citrico Como voce espera que a operagao do ciclo do acido ci¬ 
trico responda a um rapido aumento da razao [NADH]/[NAD^] 
na matriz mitocondrial? Por que? 

32. A termodinamica da reagao da citrato-sintase nas 
celulas. 0 citrate e formado pela condensagao de acetil-CoA 
e oxaloacetato, catalisada pela citrato-sintase: 

Oxaloacetato + acetil-CoA + HgO citrate + CoA + 

Em mitocondrias de coragao de rate, a pH 7 e 25°C, as con- 
centragoes de reagentes e produtos sao: oxaloacetato, 1 (jlm-, 
acetil-CoA, 1 juM; citrate, 220 jutM; e CoA, 65 (jlm. A variagao 
de energia livre padrao da reagao da citrato-sintase e -32,2 
kJ/mol. Qual e o sentido do fluxo de metabolites na reagao da 
citrato-sintase nas celulas cardiacas de rato? Explique. 

33. As reagoes do complexo da piruvato-desidrogenase 

Duas das etapas da descarboxilagao oxidativa do piruvato 
(etapas O e © na Figura 16-6) nao envolvem nenhum dos tres 
carbonos do piruvato, ainda que eles sejam essenciais para o 
funcionamento do complexo da PDH. Explique. 

34. Mutantes do ciclo do acido citrico. Existem mui¬ 
tos exemplos de doengas humanas nas quais uma ou outra 
atividade enzimatica esta ausente devido a mutagoes gene- 
ticas. Entretanto, doengas nas quais individuos caregam de 
uma das enzimas do ciclo do acido citrico sao extremamente 
raras. Por que? 

35. Partigao entre os ciclos do acido citrico e do glio- 
xilato. Em um organismo (como E. coli) que tern o ciclo do 
acido citrico e o ciclo do glioxilato, o que determina em qual 
dessas vias o isocitrato entrara? 


Problema de analise de dados 

36. Como o ciclo do acido citrico foi determinado. A 

bioquimica detalhada do ciclo do acido citrico foi determinada 
por diversos pesquisadores ao longo de decadas. Em um artigo 
de 1937, Krebs e Johnson resumiram seu trabalho e o trabalho 
de outros na primeira descrigao publicada dessa via. 

Os metodos utilizados por esses pesquisadores eram muito 
diferentes dos da bioquimica moderna. Marcadores radioativos 
nao estavam comumente disponiveis ate os anos de 1940, de 
modo que Krebs e outros pesquisadores tiveram que utilizar 
tecnicas sem marcadores para elucidar a via. Utilizando amos- 
tras frescas de musculo peitoral de pombo, eles determinaram 
o consume de oxigenio preparando uma suspensao do mus¬ 
culo macerado em tampao em um frasco lacrado, e medindo 
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o volume (em juL) de oxigenio consumido sob diferentes con- 
digoes. Eles mediram os mveis de substrates (intermediMos) 
tratando as amostras com acido para a remogao das protemas 
contaminantes, e a seguir dosaram as quantidades de vmas 
moleculas organicas pequenas. As duas observagoes-chave que 
levaram Krebs e colaboradores a proporem o ciclo do acido 
citrico, em vez de uma via linear (como a glicolise), foram 
feitas nos seguintes experiment os. 

Experimento 1. Eles incubaram 460 mg de musculo ma- 
cerado em 3 mb de tampao a 40°C por 150 minutes. A adigao 
de citrato aumentou o consume de O2 em 893 jutL em compa- 
ragao com as amostras sem citrato. Eles calcularam, com base 
no consume de 0^ durante a respiragao de outros compostos 
contendo carbono, que o consume de Og esperado para a res¬ 
piragao completa desta quantidade de citrato seria de apenas 
302 jaL. 

Experimento 11. Eles mediram o consume de O2 por 460 
mg de musculo macerado em 3 mL de tampao quando incu- 
bado com citrato e/ou 1-fosfoglicerol (glicerol-l-fosfato, o 
qual sabia-se ser prontamente oxidado pela respiragao celu- 
lar) a 40°C por 140 minutes. Os resultados estao mostrados 
na tabela. 


Amostra 

Substrato(s) adicionado(s) 

^Lde02absorvidos 

1 

Sem substrato extra 

342 

2 

0,3 mb de 0,2 M 1-fosfoglicerol 

757 

3 

0,15 mb de 0,02 m citrato 

431 

4 

0,3 mb de 0,2 M 1-fosfoglicerol e 
0,15 mb de 0,02 m citrato 

1.385 


(a) Por que o consume de O2 e uma boa medida da respi¬ 
ragao celular? 

(b) Por que a amostra 1 (tecido muscular nao suplementa- 
do) consome oxigenio? 

(c) Com base nos resultados das amostras 2 e 3, voce pode 
concluir que 1-fosfoglicerol e citrato atuam como substrates 
para a respiragao celular neste sistema? Explique seu racio- 
cinio. 

(d) Krebs e colaboradores utilizaram estes experimentos 
para argumentar que o citrato era “catalitico” - isto e, que au- 
xiliava as amostras de tecido muscular a metabolizar o 1-fosfo¬ 
glicerol de forma mais completa. Como voce utilizaria os resul¬ 
tados deles para aprofundar esse argumento? 


(e) Krebs e colaboradores tambem argumentaram que o 
citrato nao era simplesmente consumido, mas deveria ser rege- 
nerado. Portanto, as reagoes deveriam formar um ciclo em vez 
de uma via linear. Como voce aprofundaria esse argumento? 

Outros pesquisadores haviam observado que o arsenato 
(As 04~^) inibia a Q!-cetoglutarato-desidrogenase e que o malo- 
nato inibia a succinato-desidrogenase. 

(f) Krebs e colaboradores observaram que as amostras de 
tecido muscular tratadas com arsenato e citrato consumiriam o 
citrato apenas na presenga de oxigenio e, sob essas condigoes, 
oxigenio seria consumido. Com base na via da Figura 16-7, a 
que molecula o citrato era convertido neste experimento, e por 
que as amostras consumiam oxigenio? 

Em seu artigo, Krebs e Johnson tambem relataram o se- 
guinte. (1) Na presenga de arsenato, 5,48 mmol de citrato 
eram convertidos a 5,07 mmol de a-cetoglutarato. (2) Na pre¬ 
senga de malonato, o citrato era quantitativamente convertido 
a grandes quantidades de succinato e pequenas quantidades 
de Q!-cetoglutarato. (3) A adigao de oxaloacetato na ausencia 
de oxigenio levava a produgao de uma grande quantidade de 
citrato; essa quantidade era aumentada quando glicose tam¬ 
bem fosse adicionada. 

Outros pesquisadores haviam descoberto a seguinte rota 
em preparagoes similares de tecido muscular: 

Succinato-> fumarato-> malato-> 

oxaloacetato-> piruvato 

(g) Com base somente nos dados apresentados neste pro- 
blema, qual e a ordem dos intermedimos no ciclo do acido 
citrico? Como isso se compara a Figura 16-7? Explique seu ra- 
ciocmio. 

(h) Por que era importante mostrar a conversao quantita- 
tiva de citrato a Q;-cetoglutarato? 

0 artigo de Krebs e Johnson tambem apresenta outros re¬ 
sultados que elucidaram a maioria dos componentes ausentes 
do ciclo. 0 unico componente que ficou indeterminado foi a 
molecula que reage com oxaloacetato para formar citrato. 
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A oxidagao dos acidos graxos de cadeia longa a acetil- 
-CoA e uma via central de geragao de energia em mui- 
tos organismos e tecidos. No coragao e no figado de 
mamiferos, por exemplo, ela fornece ate 80% das necessi- 
dades energeticas em todas as circunstancias fisiologicas. 
Os eletrons retirados dos acidos graxos durante a oxidagao 
passam pela cadeia respiratoria, levando a sintese de ATP; 
a acetil-CoA produzida a partir dos acidos graxos pode ser 
completamente oxidada a COg no ciclo do acido citrico, 
resultando em mais conservagao de energia. Em algumas 
especies e em alguns tecidos, a acetil-CoA tern destinos al- 
ternativos. No figado, a acetil-CoA pode ser convertida em 
corpos cetonicos - combustiveis soluveis em agua exporta- 
dos para o cerebro e para outros tecidos quando glicose nao 
esta disponivel Em vegetais superiores, a acetil-CoA serve 
principalmente de precursor biossintetico, e apenas secun- 
dariamente como combustivel. Embora o papel biologico da 
oxidagao dos acidos graxos varie de acordo com o organis- 
mo, o mecanismo e essencialmente o mesmo. 0 processo 
repetitivo de quatro etapas, chamado de /3-oxidagao, por 
meio do qual os acidos graxos sao convertidos em acetil- 
-CoA e o topico principal deste capitulo. 

No Capitulo 10 foram descritas as propriedades dos tria- 
cilglicerois (tambem chamados de triglicerideos on gordu¬ 
ras neutras) que os tornam especialmente adequados como 
combustiveis de armazenamento. As cadeias alquilas Ion- 
gas de sens acidos graxos constituintes sao essencialmente 
hidrocarbonetos, estruturas altamente reduzidas com uma 
energia de oxidagao completa (—38 kJ/g) mais de duas ve- 
zes maior que a produzida pelo mesmo peso de carboidra- 
tos on proteinas. Essa vantagem e composta pela extrema 
insolubilidade dos lipideos em agua; os triacilglicerois ce- 
lulares se agregam em goticulas lipidicas, que nao aumen- 
tam a osmolaridade do citosol e nao sao solvatadas. (Nos 
polissacarideos de armazenamento, ao contrario, a agua de 
solvatagao pode ser responsavel por dois tergos do peso 
total das moleculas armazenadas.) E devido a sua relativa 


inercia quimica, os triacilglicerois podem ser armazenados 
em grande quantidade nas celulas, sem o risco de reagoes 
quimicas indesejaveis com outros constituintes celulares. 

As propriedades que tornam os triacilglicerois compos- 
tos de armazenamento adequados, no entanto, apresentam 
problemas em sen papel como combustivel. Por serem in- 
soluveis em agua, os triacilglicerois ingeridos devem ser 
emulsificados antes que possam ser digeridos por enzimas 
hidrossoluveis no intestino, e os triacilglicerois absorvidos 
no instestino on mobilizados dos tecidos de armazenamen¬ 
to devem ser carregados no sangue ligados a proteinas que 
neutralizam a sua insolubilidade. Para superar a relativa es- 
tabilidade das ligagoes C—C em um acido graxo, o grupo 
carboxil do C-1 e ativado pela ligagao a coenzima A, que 
permite a oxidagao gradativa do grupo acil graxo na posigao 
C-3, on j8 - dai o nome j8-oxidagao. 

Este capitulo inicia com uma breve discussao sobre 
as fontes de acidos graxos e sobre as vias pelas quais eles 
se deslocam ate o sen sitio de oxidagao, com enfase espe¬ 
cial no processo em vertebrados. Em seguida, descreve as 
etapas quimicas da oxidagao dos acidos graxos nas mito- 
condrias. A oxidagao completa dos acidos graxos a COg e 
HgO ocorre em tres etapas: a oxidagao dos acidos graxos 
de cadeia longa a fragmentos de dois carbonos, na forma 
de acetil-CoA (j8-oxidagao); a oxidagao de acetil-CoA a COg 
no ciclo do acido citrico (Capitulo 16); e a transferencia de 
eletrons dos transportadores de eletrons reduzidos a ca¬ 
deia respiratoria mitocondrial (Capitulo 19). Neste capitu¬ 
lo, sera apresentada a primeira dessas etapas. A discussao 
sobre a j8-oxidagao inicia com o caso simples no qual um 
acido graxo completamente saturado com um numero par 
de atomos de carbono e degradado a acetil-CoA. Entao sao 
analisadas brevemente as transformagoes extras necessa- 
rias para a degradagao de acidos graxos insaturados e aci¬ 
dos graxos com um numero impar de carbonos. Finalmente, 
sao discutidas as variagoes sobre o tema da j8-oxidagao nas 
organelas especializadas - peroxissomos e glioxissomos - e 
duas vias menos comuns do catabolismo de acidos graxos, 
as oxidagoes co e a. 0 capitulo e concluido com uma des- 
crigao de um destine alternative para a acetil-CoA formada 
pela j8-oxidagao em vertebrados: a produgao de corpos ce¬ 
tonicos no figado. 
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17.1 Digestao, mobiliza^ao e transpose 
de gorduras 

As celulas podem obter combustiveis de acidos graxos de 
tres fontes: gorduras consumidas na dieta, gorduras arma- 
zenadas nas celulas como goticulas de lipideos e gorduras 
sintetizadas em um orgao para exportagao a outro. Algu- 
mas especies utilizam as tres fontes sob varias circunstan- 
cias, outras utilizam uma ou duas delas. Os vertebrados, 
por exemplo, obtem gorduras na dieta, mobilizam gorduras 
armazenadas em tecidos especializados (tecido adipose, 
consistindo em celulas chamadas adipocitos) e, no figado, 
convertem o excesso dos carboidratos da dieta em gordu- 
ra para a exportagao aos outos tecidos. Em media, 40% ou 
mais das necessidades energeticas diarias das pessoas que 
vivem em paises altamente industrializados sao supridos pe- 
los triacilglicerois da dieta (embora a maioria das diretrizes 
nutricionais recomende que o consume calorico diario de 
gorduras nao ultrapasse 30%). Os triacilglicerois fornecem 
mais da metade das necessidades energeticas de alguns or¬ 
gans, particularmente o figado, o coragao e a musculatura 
esqueletica em repouso. Os triacilglicerois armazenados sao 
praticamente a unica fonte de energia dos animais hiber- 
nantes e das aves migratorias. Os protistas obtem gorduras 
consumindo organismos mais abaixo na cadeia alimentar e 
alguns tambem armazenam gorduras como goticulas citoso- 


licas de lipideos. As plantas vasculares mobilizam gorduras 
armazenadas nas sementes durante a germinagao, mas nao 
dependem de gorduras para a obtengao de energia. 

As gorduras da dieta sao absorvidas no 
intestino delgado 

Nos vertebrados, antes que os triacilglicerois possam ser 
absorvidos atraves da parede intestinal, eles precisam ser 
convertidos de particulas de gordura macroscopicas inso- 
luveis em micelas microscopicas finamente dispersas. Essa 
solubilizagao e realizada pelos sais biliares, como o acido 
taurocolico (p. 370), que sao sintetizados a partir do coles- 
terol no figado, armazenados na vesicula biliar e liberados 
no intestino delgado apos a ingestao de uma refeigao gordu- 
rosa. Os sais biliares sao compostos anfipaticos que atuam 
como detergentes biologicos, convertendo as gorduras da 
dieta em micelas mistas de sais biliares e triacilglicerois 
(Figura 17-1, etapa O). A formagao de micelas aumenta 
muito a fragao das moleculas de lipideo acessiveis a agao 
das lipases hidrossoluveis no intestino, e a agao das lipases 
converte os triacilglicerois em monoacilglicerois (monogli- 
cerideos) e diacilglicerois (diglicerideos), acidos graxos li- 
vres e glicerol (etapa @). Esses produtos da agao da lipase 
se difundem para dentro das celulas epiteliais que reves- 
tem a superficie intestinal (a mucosa intestinal) (etapa 0 ), 


Gorduras ( 
ingeridas na 
dieta 



Os sais biliares 
ennulsificann as 
gorduras da dieta 
no intestino delgado, 
formando micelas 
mistas. 


As lipases intestinais 
degradam os 
triacilglicerois. 


© Os acidos graxos e outros 
produtos da degrada^ao sao 
absorvidos pela mucosa intestinal e 
convertidos em triacilglicerois. 


© Os acidos 
graxos sao 
oxidados'como 
combustiveis ou 
esterificados _ 
novamente para 
armazenamento. 
O Os acidos graxos entram 
nas celulas. 

Lipase lipoproteica 

A lipase lipoproteica, 
ativada porapoC-ll nos 
capilares, converte 
triacilglicerois em acidos 
graxos e glicerol. 

Os quilomicrons movem-se 
pelo sistema linfatico e pela 
^ , corrente sanguinea para 

Quilomicron os tecidos. 

O Os triacilglicerois sao incorporados com 
colesterol e apolipoprotemas, 
nos quilomicrons. 


FIGURA 17-1 O processamento dos lipideos da dieta em vertebrados. A digestao e a absorgao dos lipideos da dieta ocorrem no intestino delgado, 
e os acidos graxos liberados dos triacilglicerois sao empacotados e distribuidos para os musculos e o tecido adiposo. Os oito passos sao discutidos no texto. 
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FIGURA17-2 Estrutura molecular de um quilomfcron. Asuperficiee 
formada por uma camada de fosfolipideos, com os grupos polares em conta- 
to com a fase aquosa. Os triacilglicerois sequestrados no interior (em amare- 
lo) representam mais de 80% da massa do quilomfcron. Varias apolipoprote- 
fnas que se projetam da superffcie (B-48, C-lll, C-ll) atuam como sinalizadores 
na absorqao e no metabolismo do conteudo dos quilomfcrons. 0 diametro 
dos quilomfcrons varia de aproximadamente 100 a 500 nm. 


onde sao reconvertidos em triacilglicerois e empacotados 
com o colesterol da dieta e proteinas especificas em agre- 
gados de lipoproteinas chamados quilomicrons (Figura 
17-2 ; ver tambem a Figura 17-1, etapa O). 

As apolipoproteinas sao proteinas de ligagao a lipi- 
deos no sangue, responsaveis pelo transporte de triacilgli¬ 
cerois, fosfolipideos, colesterol e esteres de colesterol entre 
os orgaos. As apolipoproteinas (“apo” significa “destacado” 
on “separado”, designando a proteina em sua forma livre de 
lipideos) se combinam com os lipideos para formar varias 
classes de particulas de lipoprotema, que sao agregados 
esfericos com lipideos hidrofobicos no centro e cadeias la¬ 
terals hidrofilicas de proteinas e grupos polares de lipideos 
na superficie. Varias combinagoes de lipideos e proteinas 
produzem particulas de densidades diferentes, variando 
de quilomicrons e lipoproteinas de densidade muito baixa 
(VLDL, de very low density lipoproteins') a lipoproteinas 
de densidade muito alta (VHDL, de very high density li¬ 
poproteins), que podem ser separadas por ultracentrifu- 
gagao. As estruturas dessas particulas de lipoproteinas e 
sens papeis no transporte de lipideos estao detalhadas no 
Capitulo 21. 

As porgoes proteicas das lipoproteinas sao reconhecidas 
por receptores nas superficies celulares. Na absorgao de li¬ 
pideos no intestino, os quilomicrons, que contem a apolipo- 
proteina C-II (apoC-II), se deslocam da mucosa intestinal 
para o sistema linfatico e entao entram no sangue, que os 
carrega para os musculos e o tecido adiposo (Figura 17-1, 
etapa ®). Nos capilares desses tecidos, a enzima extracelu- 
lar lipase lipoproteica, ativada pela apoC-II, hidrolisa os 
triacilglicerois em acidos graxos e glicerol (etapa 0 ) , absor- 
vidos pelas celulas nos tecidos-alvo (etapa ©). No musculo, 
os acidos graxos sao oxidados para obter energia; no tecido 
adiposo, eles sao reesterificados para armazenamento na 
forma de triacilglicerois (etapa 0). 

Os remanescentes dos quilomicrons, desprovidos da 
maioria dos sens triacilglicerois, mas ainda contendo coles¬ 


terol e apolipoproteinas, se deslocam pelo sangue ate o figa- 
do, onde sao captados por endocitose mediada pelos recep¬ 
tores especificos para as suas respectivas apolipoproteinas. 
Os triacilglicerois que entram no figado por essa via podem 
ser oxidados para fornecer energia ou precursores para a 
sintese de corpos cetonicos, como descrito na Segao 17.3. 
Quando a dieta contem mais acidos graxos do que o neces- 
sario imediatamente como combustivel ou como precurso¬ 
res, o figado os converte em triacilglicerois, empacotados 
com apolipoproteinas especificas formando VLDL. As VLDL 
sao transportadas pelo sangue ate o tecido adiposo, onde os 
triacilglicerois sao removidos da circulagao e armazenados 
em goticulas lipidicas dentro dos adipocitos. 

Hormonios ativam a mobiliza^ao dos triacilglicerois 
armazenados 

Os lipideos neutros sao armazenados nos adipocitos (e 
nas celulas que sintetizam esteroides do cortex da suprar- 
renal, dos ovarios e dos testiculos) na forma de goticulas 
lipidicas, com um centro de esteres de esterois e triacilgli¬ 
cerois envoltos por uma monocamada de fosfolipideos. A 
superficie dessas goticulas e revestidas por perilipinas, 
familia de proteinas que restringem o acesso as goticulas 
lipidicas, evitando a mobilizagao prematura dos lipideos. 
Quando hormonios sinalizam a necessidade de energia me- 
tabolica, os triacilglicerois armazenados no tecido adiposo 
sao mobilizados (retirados do armazenamento) e trans- 
portados aos tecidos (musculatura esqueletica, coragao e 
cortex renal) nos quais os acidos graxos podem ser oxida¬ 
dos para a produgao de energia. Os hormonios adrenalina 
e glucagon, secretados em resposta aos baixos niveis de 
glicose ou atividade iminente, estimulam a enzima adeni- 
lil ciclase na membrana plasmatica dos adipocitos (Figu¬ 
ra 17-3), que produz o segundo mensageiro intracelular 
AMP ciclico (cAMP; ver Figura 12-4). A proteina-cinase 
dependente de cAMP (PKA) leva a mudangas que abrem 
a goticula de lipideo para a atividade de tres lipases, que 
atuam sobre tri-, di- e monoacilglicerois, liberando acidos 
graxos e glicerol. 

Os acidos graxos assim liberados (acidos graxos li- 
vres, FFA, de free fatty acids) passam dos adipocitos para 
o sangue, onde eles se ligam a albumina serica (Figura 
17-3). Essa proteina 66.000), que representa cerca da 
metade da proteina serica total, se liga nao covalentemente 
a ate 10 acidos graxos por monomero de proteina. Ligados 
a essa proteina soluvel, os acidos graxos que de outra ma- 
neira seriam insoluveis, sao transportados aos tecido como 
o musculo esqueletico, o coragao e o cortex renal. Nesses 
tecidos-alvo, os acidos graxos se dissociam da albumina e 
sao levados por transportadores da membrana plasmatica 
para dentro das celulas para servir de combustivel. 0 glice¬ 
rol liberado pela agao da lipase e fosforilado e oxidado a di- 
-hidroxiacetona fosfato, que pode entrar nas vias glicolitica 
ou gliconeogenica. Alternativamente, o glicerol fosfato pode 
ser usado na sintese de triacilglicerois ou de fosfolipideos. 

Cerca de 95% da energia biologicamente disponivel 
dos triacilglicerois residem nas suas tres cadeias longas de 
acidos graxos; apenas 5% sao fornecidos pela porgao gli¬ 
cerol. 0 glicerol liberado pela agao da lipase e fosforilado 









670 


DAVID L. NELSON & MICHAEL M. COX 


Adenilil- 

-ciclase 


Triacilglicerol 

Diacilglicerol 

Gotkula de lipideo 

Monoacilglicerol 


Transportador 
de acidos 
graxos 

.9 



jS oxidagao, cicio 
do acido citrico, 
cadeia respiratoria 


ATP 


Miocito 


Corrente sangumea 


FIGURA17-3 Mobiliza^ao dos triacilglicerois armazenados no tecido 
adiposo. Quando os baixos niveis de glicose no sangue ativam a liberagao 
de glucagon, O o hormonio se liga ao seu receptor na membrana do adi- 
pocito e assim 0 estimula a adenilil-ciclase, via uma proteina G, a produzir 
cAMP. Isso ativa a PKA, que fosforila 0 a lipase sensivel a hormonio (HSL, de 
hormone-sensitive lipase) e O as moleculas de perilipina na superficie da go- 
ticula lipidica. A fosforilagao da perilipina causa a © dissociagao da proteina 
CGI da perilipina. A CGI entao se associa com a enzima triacilglicerol lipase no 
adipocito (ATGL, de adipose triacylglycerol lipase), ativando-a. A triacilglicerol 
lipase ativada © converte triacilglicerois em diacilglicerois. A perilipina fosfo- 


rilada se associa com a lipase sensivel a hormonios fosforilada, permitindo o 
acesso a superficie da goticula lipidica, onde O ela hidrolisa os diacilglicerois 
em monoacilglicerois. Uma terceira lipase, a monoacilglicerol lipase (MGL, de 
monoacylglycerollipase) 0 hidrolisa os monoacilglicerois. 0 Os acidos graxos 
saem do adipocito, se ligam a albumina serica no sangue e sao transporta- 
dos no sangue; eles sao liberados da albumina e (S) entram em urn miocito 
por meio de urn transportador especifico de acidos graxos. 0 No miocito, os 
acidos graxos sao oxidados a CO 2 , e a energia da oxidagao e conservada em 
ATP, que abastece a contragao muscular e outros tipos de metabolismo que 
necessitam de energia no miocito. 


pela glicerol-cinase (Figura 17-4), e o glicerol-3-fosfato 
resultante e oxidado a di-hidroxiacetona fosfato. A enzima 
glicolitica triose-fosfato-isomerase converte esse composto 
em gliceraldeido-3-fosfato, que e oxidado na glicolise. 

Os acidos graxos sao ativados e transportados para 
dentro das mitocondrias 

As enzimas da oxidagao de acidos graxos nas celulas ani- 
mais estao localizadas na matriz mitocondrial, como de- 
monstrado em 1948 por Eugene R Kennedy e Albert Leh- 
ninger. Os acidos graxos com comprimento de cadeia de 12 
carbonos on menos entram na mitocondria sem a ajuda de 
transportadores de membrana. Aqueles com 14 carbonos 
on mais, que constituem a maioria dos acidos graxos livres 
obtidos na dieta on liberados do tecido adiposo, nao conse- 
guem passar livremente atraves das membranas mitocon- 
driais - primeiro eles precisam passar pelas tres reagoes 
enzimaticas do cicio da carnitina. A primeira reagao e 
catalisada por uma familia de isoenzimas (isoenzimas dife- 
rentes, especificas para acidos graxos de cadeia carbonada 
curta, intermediaria on longa) presente na membrana mito¬ 


condrial externa, as acil-CoA-sintetases, que catalisam a 
reagao geral 

Acido graxo + CoA + ATP acil-CoA graxo + AMP + PP. 

Assim, as acil-CoA-sintetases catalisam a formagao de uma 
ligagao tioester entre o grupo carboxil do acido graxo e o 
grupo tiol da coenzima A para produzir um acil-CoA gra¬ 
xo, acoplado a clivagem do ATP em AMP e PP^. (Lembre- 
-se da descrigao dessa reagao no Capitulo 13, para ilustrar 
como a energia livre liberada pela clivagem das ligagoes 
fosfoanidrido do ATP pode ser acoplada a formagao de um 
composto de alta energia; p. 524.) A reagao ocorre em dois 
passes e envolve um intermediario acil-graxo-adenilato 
(Figura 17-5). 

As acil-graxos-CoA, como a acetil-CoA, sao compostos 
de alta energia; a sua hidrolise a acidos graxos livres e CoA 
tern uma grande variagao negativa de energia livre padrao 
(AG'° = -31 kJ/mol). A formagao de uma acil-CoA graxo 
torna-se favoravel pela hidrolise de duas ligagoes de alta 
energia do ATP; o pirofosfato formado na reagao de ativa- 
gao e imediatamente hidrolisado pela pirofosfatase inorga- 
nica (lado esquerdo da Figura 17-5), que puxa a reagao de 
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produzir ATP, ou podem ser utilizados no citosol para sin- 
tetizar lipideos de membrana. Os acidos graxos destinados 
a oxidagao mitocondrial estao transitoriamente ligados ao 
grupo hidroxil da carnitina, formando acil-graxo-carnitina 
- a segunda reagao do ciclo. 

CH 3 

CH 3 —N—CH 2 —CH—CH 2 —C 00 “ 

CH 3 OH 
Carnitina 


Essa transesterificagao e catalisada pela carnitina acil- 
transferase I, na membrana externa. Ou a acil-CoA passa 
atraves da membrana externa e e convertida no ester de 
carnitina no espago intermembrana (Figura 17-6), ou o es¬ 
ter de carnitina e formado na face citosolica da membrana 
externa, e entao deslocado atraves da membrana externa 
para o espago intermembrana - as evidencias atuais nao 
revelam. Em qualquer um dos cases, a passagem para o es¬ 
pago intermembrana (o espago entre a membrana externa 
e a interna) ocorre por meio de grandes poros (formados 
pela proteina porina) na membrana externa. 0 ester de 
acil-graxo-carnitina entao entra na matriz por difusao faci- 
litada atraves do transportador acil-carnitina/carnitina 
da membrana mitocondrial interna (Figura 17-6). 

No terceiro e ultimo passo do circuito da carnitina, 0 gru¬ 
po acil-graxo e enzimaticamente transferido da carnitina para 
a conezima A intramitocondrial pela carnitina-aciltrans- 
ferase II. Essa isoenzima, localizada na face citosolica da 
membrana mitocondrial interna, regenera a acil-CoA graxo 
e a libera, juntamente com a carnitina livre, dentro da matriz 
(Figura 17-6). A carnitina retorna ao espago intermembrana 
por meio do transportador acil-carnitina/carnitina. 


FIGURA 17-4 A entrada do glicerol na via glicolitica. 

ativagao precedente no sentido da formagao de acil-CoA 
graxo. A reagao total e 

Acido graxo + CoA + ATP-> 

acil-CoA graxo + AMP + 2Pi (17-1) 
AG'° = -34 kJ/mol 

Os esteres de acil-CoA graxo formados no lado cito- 
solico da membrana externa da mitocondria podem ser 
transportados para dentro da mitocondria e oxidados para 

O O 


MECANISMO-FIGURA 17-5 Conversao de um 
acido graxo em uma acil-CoA graxo. A conver¬ 
sao e catalisada pela acil-CoA graxo-sintetase e pela 
pirofosfatase inorganica. A ativagao dos acidos gra¬ 
xos pela formagao do derivado de acil-CoA graxo 
ocorre em duas etapas. A reagao total e altamente 
exergonica. ^ Mecanismo deacil-CoA graxo-sintetase. 
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Membrana mitocondrial Membrana mitocondrial 

externa interna 



FIGURA17-6 Entrada de acido graxo na mitocdndria pelo transpor- 
tador acil-carnitina/carnitina. Apos a formapao da acil-carnitina-graxo 
na membrana externa ou no espapo intermembrana, ela se desloca para a 
matriz pela difusao facilitada por meio do transportador na membrana in¬ 
terna. Na matriz, o grupo acila e transferido para a coenzima A mitocondrial, 

Esse processo de ties passes para transferir os acidos 
graxos para dentro da mitocondria - esterificagao com CoA, 
transesterificagao com carnitina, seguida de transporte e 
transesterificagao de volta a CoA - liga dois reservatorios 
de coenzima A e de acil-CoA graxo, um no citosol e o outro 
na mitocondria. Esses reservatorios tern fungoes diferentes. 
A coenzima A na matriz mitocondrial e amplamente utiliza- 
da na degradagao oxidativa do piruvato, dos acidos graxos 
e de alguns aminoacidos, enquanto a coenzima A citosolica 
e utilizada na biossintese de acidos graxos (ver Figura 21- 
10). A acil-CoA graxo no reservatorio citosolico pode ser 
utilizada para sintese de lipideos de membrana ou pode ser 
transportada para dentro da matriz mitocondrial para oxi- 
dagao e produgao de ATP. A conversao ao ester de carnitina 
compromete a porgao acil-graxo com o destine oxidative. 

0 processo de entrada mediado pela carnitina e o passo 
limitante para a oxidagao dos acidos graxos na mitocondria 
e, como discutido mais adiante, e um ponto de regulagao. 
Uma vez dentro da mitocondria, a acil-CoA graxo sofre os 
efeitos de um conjunto de enzimas da matriz. 

RESUM017.1 Digestao, mobiliza^ao e transporte de gorduras 

► Os acidos graxos dos triacilglicerois fornecem uma gran¬ 
de fragao da energia oxidativa nos animals. Os triacilgli¬ 
cerois da dieta sao emulsificados no intestine delgado 
por sais biliares, hidrolisados pelas lipases intestinais, 
absorvidos pelas celulas epiteliais intestinais, recon- 
vertidos em triacilglicerois, e entao transformados em 
quilimicrons pela combinagao com apolipoproteinas es- 
pecificas. 

► Os quilomicrons distribuem os triacilglicerois aos te- 
cidos, onde a lipase lipoproteica libera acidos graxos 
livres para a entrada nas celulas. Os triacilglicerois ar- 
mazenados no tecido adipose sao mobilizados por uma 
lipase de triacilglicerol sensivel a hormonio. Os acidos 
graxos liberados se ligam a albumina serica e sao trans- 
portados no sangue para o coragao, para musculatura 


tornando a carnitina livre para retornar ao espago intermembrana pelo mes- 
mo transportador. A aciltransferase I e inibida por malonil-CoA, o primeiro 
intermediario na sintese de acidos graxos (ver Figura 21-2). Essa inibigao evita 
a sintese e a degradagao simultaneas dos acidos graxos. 


esqueletica e outros tecidos que utilizam acidos graxos 
como combustiveis. 

► Uma vez dentro das celulas, os acidos graxos sao ativa- 
dos na membrana mitocondrial externa pela conversao 
em tioesteres de acil-CoA graxos. A acil-CoA graxo que 
sera oxidada entra na mitocondria em tres passes, pelo 
ciclo da carnitina. 

17.2 Oxidagao de acidos graxos 

Conforme observado anteriormente, a oxidagao mitocon¬ 
drial dos acidos graxos ocorre em tres etapas (Figura 
17-7). Na primeira etapa - j8-oxidagao -, os acidos graxos 
sofrem remogao oxidativa de sucessivas unidades de dois 
carbonos na forma de acetil-CoA, comegando pela extremi- 
dade carboxilica da cadeia acil-graxo. Por exemplo, o acido 
palmitico de 16 carbonos (palmitato em pH 7) passa sete 
vezes pela sequencia oxidativa, perdendo dois carbonos 
como acetil-CoA em cada passagem. Ao final de sete ciclos, 
os dois ultimos carbonos do palmitato (originalmente C-15 
e C-16) permanecem como acetil-CoA. 0 resultado global e 
a conversao da cadeia de 16 carbonos do palmitato em oito 
grupos acetil de dois carbonos das moleculas de acetil-CoA. 
A formagao de cada acetil-CoA requer a remogao de quatro 
atomos de hidrogenio (dois pares de eletrons e quatro H^) 
da porgao acil-graxo pelas desidrogenases. 

Na segunda etapa da oxidagao de acidos graxos, os gru¬ 
pos acetil da acetil-CoA sao oxidados a COg no ciclo do acido 
citrico, que tambem ocorre na matriz mitocondrial. A acetil- 
-CoA derivada dos acidos graxos entao entra em uma via de 
oxidagao final comum com a acetil-CoA derivada da glicose 
precedente da glicolise e da oxidagao do piruvato (ver Figu¬ 
ra 16-1). As duas primeiras etapas da oxidagao dos acidos 
graxos produzem os transportadores de eletrons reduzidos 
NADH e FADHg, que na terceira etapa doam eletrons para 
a cadeia respiratoria mitocondrial, por meio da qual os ele¬ 
trons passam para o oxigenio com a fosforilagao concomitan- 
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FIGURA17-7 Etapas da oxida^ao de acidos graxos. Etapa 1; Urn acido 
graxo de cadeia longa e oxidado para produzir residues de acetil na forma de 
acetil-CoA. Esse processo e chamado de j8-oxidagao. Etapa 2: Os grupos acetil 
sao oxidados a CO 2 no cicio do acido citrico. Etapa 3; Os eletrons derivados das 
oxidagoes das etapas 1 e 2 passam ao O 2 por meio da cadeia respiratoria mito- 
condrial, fornecendo a energia para a sintese de ATP por fosforilagao oxidativa. 


te de ADP a ATP (Figura 17-7). A energia liberada pela oxi- 
dagao dos acidos graxos e, portanto, conservada como ATP 
Agora sera analisada com mais atengao a primeira etapa 
da oxidagao dos acidos graxos, comegando com o caso sim¬ 
ples de uma cadeia acil-graxo saturada com um numero par 
de carbonos, entao passando para os casos um pouco mais 
complexos das cadeias insaturadas ou de numero impar. 
Tambem sera abordada a regulagao da oxidagao de acidos 
graxos, os processos j8-oxidativos que ocorrem nas outras 
organelas que nao na mitocondria e, finalmente, duas ma- 
neiras menos comuns de catabolismo de acidos graxos, a 
a-oxidagao e a to-oxidagao. 

A /3-oxida0o de acidos graxos saturados tern quatro 
passos basicos 

Quatro reagoes catalisadas por enzimas constituem a pri¬ 
meira etapa da oxidagao de acidos graxos (Figura 17-8a). 
Primeiro, a desidrogenagao da acil-CoA graxo produz uma 
ligagao dupla entre os atomos de carbono ae (5 (C-2 e C-3), 
produzindo uma frans-A^-enoil-CoA (o simbolo desig- 


na a posigao da ligagao dupla; voce pode querer rever a no- 
menclatura dos acidos graxos, p. 357.) Observe que a nova 
ligagao dupla tern configuragao trans, enquanto as ligagoes 
duplas nos acidos graxos insaturados que ocorrem natural- 
mente com frequencia estao na configuragao cis. 0 signifi- 
cado dessa diferenga sera analisado mais tarde. 
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FIGURA 17-8 A via da jS-oxida^ao. (a) Em cada passagem por essa se- 
quencia de quatro passos, um residuo acetil (sombreado em cor salmao) e 
removido na forma de acetil-CoA da extremidade carboxilica da cadeia acil 
graxo - nesse exempio, o palmitato (CiA que entra como palmitoil-CoA. (b) 
Mais seis passagens pela via produzem mais sete moleculas de acetil-CoA, a 
setima vinda dos dois ultimos atomos de carbono da cadeia de 16 carbonos. 
Oito moleculas de acetil-CoA sao formadas no total. 
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Esse primeiro passo e catalisado por tres isoenzimas da 
acil-CoA desidrogenase, cada uma especifica para uma se- 
rie de comprimentos de cadeia acil-graxo: acil-CoA desidro¬ 
genase de cadeia muito longa (VLCAD, de very-long-chain 
acyl-CoA dehydrogenase), atuando em acidos graxos de 12 
a 18 carbonos; de cadeia media (MCAD, de medium-chain 
acyl-CoA dehydrogenase), atuando em acidos graxos de 
4 a 14 carbonos; e de cadeia curta (SCAD, de short-chain 
acyl-CoA dehydrogenase), atuando em acidos gaxos de 4 a 
8 carbonos. As tres isoenzimas sao flavoprotemas com FAD 
(ver Figura 13-27) como grupo prostetico. Os eletrons re- 
movidos da acil-CoA graxo sao transferidos para o FAD, e 
a forma reduzida da desidrogenase imediatamente doa sens 
eletrons a um transportador de eletrons da cadeia respirato- 
ria mitocondrial, a flavoprotema de transferencia de ele¬ 
trons (ETF, de eletron-transferring protein) (ver Figura 
19-8). A oxidagao catalisada por uma acil-CoA desidrogenase 
e analoga a desidrogenagao do succinato no ciclo do acido 
citrico (p. 646); em ambas as reagoes, a enzima esta ligada a 
membrana interna, uma ligagao dupla e introduzida em um 
acido carboxilico entre os carbonos a e /3, FAD e o aceptor de 
eletrons, e os eletrons das reagoes por fim entram na cadeia 
respiratoria e passam para o Og, com a sintese concomitante 
de cerca de 1,5 moleculas de ATP por par de eletrons. 

No segundo passo do ciclo da j8-oxidagao (Figura 17- 
8a), agua e adicionada a ligagao dupla da ^ra?zs-A^-enoil- 
CoA para formar o estereoisomero l da /3-hidroxiacil-CoA 
(3-hidroxiacil-CoA). Essa reagao, catalisada pela enoil- 
-CoA hidratase, e analoga a reagao da fumarase no ciclo 
do acido citrico, no qual H 2 O e adicionada a uma ligagao 
dupla a-/3 (p.647). 

No terceiro passo, L-/3-hidroxiacil-CoA e desidrogenada 
para formar /3-cetoacil-CoA, pela agao da /3-hidroxiacil- 
-CoA desidrogenase; NAD^ e o aceptor de eletrons. Essa 
enzima e especifica para o estereisomero l da hidroxiacil- 
-CoA. 0 NADH formado na reagao doa sens eletrons para a 
NADH-desidrogenase, um transportador de eletrons da 
cadeia respiratoria, e ATP e formado a partir de ADP a me- 
dida que os eletrons passam para o Og. A reagao catalisada 
pela /3-hidroxiacil-CoA desidrogenase e analoga a reagao da 
malato-desidrogenase do ciclo do acido citrico (p. 647). 

0 quarto e ultimo passo do ciclo da j8-oxidagao e cata¬ 
lisado pela acil-CoA-acetiltransferase, mais comumente 
chamada de tiolase, que promove a reagao de j8-cetoacil- 
-CoA com uma molecula de coenzima A livre para separar 
o fragmento de dois carbonos da extremidade carboxilica 
do acido graxo original como acetil-CoA. 0 outro produto e 
o tioester de coenzima A do acido graxo, agora encurtado 
em dois atomos de carbono (Figura 17-8a). Essa reagao e 
chamada de tiolise, por analogia ao processo de hidrolise, ja 
que a /3-cetoacil-CoA e clivada pela reagao com o grupo tiol 
da coenzima A. A reagao da tiolase e o reverse da condensa- 
gao de Claisen (ver Figura 13-4). 

As tres ultimas etapas dessa sequencia de quatro passes 
sao catalisadas por dois conjuntos de enzimas, sendo que as 
enzimas utilizadas vao depender do comprimento da cadeia 
acil-graxo. Para cadeias com 12 carbonos ou mais, as reagoes 
sao catalisadas por um complexo multienzimatico associado 
a membrana interna da mitocondria, a protema trifuncio- 
nal (TFP, de trifunctional protein). A TFP e um hetero- 
-octamero de subunidades Cada subunidade a possui 


duas atividades, a enoil-CoA-hidratase e a j 8 -hidroxiaxil-CoA- 
-desidrogenase; as subunidades j 8 possuem a atividade tiola¬ 
se. Essa associagao intima de tres enzimas pode permitir uma 
canalizagao eficiente do substrate de um sitio ativo para ou¬ 
tro, sem a difusao dos intermediaries para longe da superficie 
enzimatica. Quando a TFP tiver encurtado a cadeia acil-graxo 
para 12 carbonos ou menos, as proximas oxidagoes sao catali¬ 
sadas por um conjunto de quatro enzimas soluveis na matriz. 

Como salientado anteriormente, a ligagao simples entre 
grupos metileno (—CH 2 —) nos acidos graxos e relativa- 
mente estavel. A sequencia da /B-oxidagao e um mecanis- 
mo elegante para desestabilizar e quebrar essas ligagoes. 
As tres primeiras reagoes da /3-oxidagao criam uma ligagao 
C-C muito menos estavel, na qual o carbono a (C-2) esta 
ligado a dois carbonos carbomlicos (o intermediario j 8 -ceto- 
acil-CoA). A fungao cetona do carbono jS (C-3) faz dele um 
bom alvo para ataque nucleofilico pelo —SH da coenzima A, 
catalisado pela tiolase. A acidez do hidrogenio a e a estabili- 
zagao por ressonancia do carbanion gerado pela saida desse 
hidrogenio tornam o —CH 2 —CO—S-CoA terminal um bom 
grupo de saida, facilitando a quebra da ligagao a-(5. 

Ja foi vista uma sequencia de reagoes praticamente 
identicas a essas quatro etapas da oxidagao dos acidos gra¬ 
xos, nas etapas de reagao do ciclo do acido citrico entre 
succinato e oxaloacetato (ver Figura 16-7). Uma sequencia 
de reagao praticamente identica ocorre tambem nas vias 
pelas quais os aminoacidos de cadeia lateral ramificada (iso- 
leucina, leucina e valina) sao oxidados como combustiveis 
(ver Figura 18-28). A Figura 17-9 mostra as caracteristi- 
cas comuns dessas tres sequencias, quase certamente um 
exemplo da conservagao de um mecanismo por duplicagao 
genica e evolugao de uma nova especificidade nos produtos 
enzimaticos dos genes duplicados. 

Os quatro passes da /S-oxida^o sao repetidos para 
produziracetil-CoAeATP 

Em uma passagem pela sequencia da j 8 -oxidagao, uma mo¬ 
lecula de acetil-CoA, dois pares de eletrons e quatro pro¬ 
tons (H"^) sao removidos da acil-CoA graxo de cadeia longa, 
encurtando-a em dois atomos de carbono. A equagao para 
uma passagem, iniciando com o ester da coenzima A do 
exemplo, palmitato, e 

Palmitoil-CoA + CoA + FAD + NAD"^ + H 2 O-> 

miristoil-CoA + acetil-CoA + FADH 2 + NADH + 

(17-2) 

Seguindo a remogao de uma unidade de acetil-CoA da pal- 
mitoil-CoA, o tioester de coenzima A do acido graxo encur¬ 
tado (agora o miristato, com 14 carbonos) permanece. A 
miristoil-CoA pode agora passar por outro conjunto de qua¬ 
tro reagoes da j 8 -oxidagao, exatamente analogo ao primeiro, 
para produzir outra molecula de acetil-CoA e lauroil-CoA, o 
tioester de coenzima A do laurato de 12 carbonos. Ao todo, 
sete passagens pela sequencia da j 8 -oxidagao sao neces- 
sarias para oxidar uma molecula de palmitoil-CoA em oito 
moleculas de acetil-CoA (Figura 17-8b). A equagao total e 

Palmitoil-CoA + 7CoA + 7FAD + 7NAD^ + 7 H 2 O-> 

8 acetil-CoA + 7 FADH 2 + 7NADH + 7H^ 

(17-3) 
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FIGURA 17-9 A sequencia de reaves conservadas para introduir 
uma fun^ao carbonil no carbono p e formar uma carboxila. A via de 

jS-oxidagao para formar acil-CoA graxo, a via de succinato a oxaloacetato no mesmas sequencias de reaqoes. 


S-CoA 

cicio do acido citrico, e a via pelo qual os esqueletos de carbonos desamina- 
dos da isoleucina, leucina e valina sao oxidados como combustiveis, usam as 


Cada molecula de FADHg formada durante a oxidagao do 
acido graxo doa um par de eletrons para a ETF da cadeia 
respiratoria, e cerca de 1,5 molecula de ATP sao geradas 
durante a transference de cada par de eletrons para o Og. 
Do mesmo modo, cada molecula de NADH formada doa um 
par de eletrons para a NADH-desidrogenase mitocondrial, 
e a transference subsequente de cada par de eletrons para 
o Og resulta na formagao de aproximadamente 2,5 molecu- 
las de ATP. Assim, quatro moleculas de ATP sao formadas 
para cada unidade de dois carbonos removida em uma pas- 
sagem pela sequencia. Observe que agua tambem e produ- 
zida nesse processo. A transference de eletrons do NADH 
ou FADH 2 para o Og produz uma HgO por par de eletrons. 
A redugao do Og pelo NADH tambem consome um H^ por 

molecula de NADH: NADH + H^ + 1 / 2 O 2 -^ NAD^ + H 2 O. 

Em animais hibernantes, a oxidagao de acidos graxos for- 
nece energia metabolica, calor e agua - todos essenciais 
para a sobrevivencia de um animal que nao come nem bebe 
por longos perlodos (Quadro 17-1). Os camelos obtem 
agua para suplementar o escasso suprimento disponlvel no 
seu ambiente natural pela oxidagao de gorduras armazena- 
das em suas corcovas. 

A equagao total para a oxidagao da palmitoil-CoA em 
oito moleculas de acetil-CoA, incluindo as transferences de 
eletrons e as fosforilagoes oxidativas, e 

Palmitoil-CoA + 7CoA + 7 O 2 + + 28ADP-> 

8 acetil-CoA + 28ATP + 7 H 2 O (17-4) 


A acetil-CoA pode ser oxidada ainda mais no cicio do 
acido citrico 

A acetil-CoA produzida a partir da oxidagao dos acidos 
graxos pode ser oxidada a CO 2 e H 2 O pelo cicio do acido 
citrico. A equagao abaixo representa o balancete para a 
segunda etapa da oxidagao da palmitoil-CoA, junto com as 
fosforilagoes acopladas da terceira etapa: 

8 Acetil-CoA + I 6 O 2 + 80F, + 80ADP-> 

8 C 0 A + 80ATP + I 6 CO 2 + I 6 H 2 O (17-5) 

Combinando as Equagoes 17-4 e 17-5, obtem-se a equagao 
total para a oxidagao completa da palmitoil-CoA em dioxide 
de carbono e agua: 

Palmitoil-CoA + 23 O 2 + 108Pi + 108ADP-> 

CoA + 108ATP + I 6 CO 2 + 23 H 2 O (17-6) 

A Tabela 17-1 resume a formagao de NADH, FADH 2 e ATP 
nos passes sucessivos da oxidagao da palmitoil-CoA. Ob¬ 
serve que, como a ativagao do palmitato a palmitoil-CoA 
quebra duas ligagoes fosfoanidrido do ATP (Figura 17-5), 
o custo energetico de ativar um acido graxo e equivalente 
a 2 ATP e o ganho llquido por molecula de palmitato sao 
106 ATP. A variagao da energia-livre padrao para a oxidagao 
do palmitato a CO 2 e H 2 O e aproximadamente 9.800 kJ/mol. 
Sob condigoes padrao, a energia recuperada na forma de 
energia da ligagao fosfato do ATP e 106 X 30,5 kJ/mol = 
3.230 kJ/mol, cerca de 33% do maximo teorico. Entretanto, 
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QUADR017-1 Ursos gordos realizam jS-oxida^ao durante o sono 


Muitos animais dependem da gordura armazenada para 
obter energia durante a hibernagao, em periodos migra- 
torios e em outras situagoes envolvendo ajustes meta- 
bolicos radicals. Um dos ajustes mais pronunciados do 
metabolismo de gorduras ocorre nos ursos-pardos em 
hibernagao. Esses animais permanecem em estado con¬ 
tinue de dormencia per periodos de ate sete meses. Dife- 
rente da maioria das especies hibernante, o urso mantem 
a temperatura corporal entre 32 e 35°C, proxima ao nivel 
normal (nao hibernando). Embora gaste aproximada- 
mente 25.000 kJ/dia (6.000 kcal/dia), o urso nao come, 
bebe, urina ou defeca por meses seguidos. 

Estudos experimentais mostraram que os ursos- 
-pardos em hibernagao utilizam a gordura corporal 
como seu unico combustivel. A oxidagao das gorduras 
produz energia suficiente para manter a temperatura 
corporal, a sintese ativa de aminoacidos e proteinas e 
outras atividades que requerem energia, como o trans- 
porte de membrana. A oxidagao das gorduras tambem 
libera grandes quantidades de agua, como descrito 


no texto, que repoem a agua perdida na respiragao. 0 
glicerol liberado pela degradagao dos triacilglicerois e 
convertido em glicose sanguinea pela gliconeogenese. A 
ureia formada durante a degradagao de aminoacidos e 
reabsorvida nos rins e reciclada, os grupos aminos sao 
reutilizados para produzir novos aminoacidos para man¬ 
ter as proteinas corporals. 

Os ursos armazenam uma enorme quantidade de gor¬ 
dura corporal quando em preparagao para o seu longo 
sono. Um urso-pardo adulto consome cerca de 38.000 kJ/ 
dia durante o final da primavera e o verao, mas a medida 
que o inverno se aproxima ele come durante 20 horas por 
dia, consumindo ate 84.000 kJ por dia. Essa mudanga na 
alimentagao e uma resposta a uma mudanga sazonal na 
secregao de hormonios. Grandes quantidades de triacil¬ 
glicerois sao formadas a partir da grande ingestao de car- 
boidratos durante o periodo de engorda. Outras especies 
hibernantes, incluindo o minusculo arganaz (camundon- 
go silvestre), tambem acumulam grandes quantidades de 
gordura corporal. 



Um urso-pardo prepara seu ninho de hibernapao, perto do rio McNeil no Canada. 


TABELA17-1 


Produ^ao de ATP durante a oxidagao de uma molecula de palmitoil-CoA em CO2 e H2O 


Enzima que catalisa o passo de oxidagao 

Quantidade de NADH ou FADH2formado 

Quantidade de ATP formado no finaP 

Acil-CoA-desidrogenase 

7 FADHg 

10,5 

j8 -Hidr oxiacil-C 0 A- de sidr ogenas e 

7 NADH 

17,5 

Isocitrato-desidrogenase 

8 NADH 

20 

a-Cetoglutarato-desidrogenase 

8 NADH 

20 

Succinil-CoA-sintetase 


8^ 

Succinato-desidrogenase 

8 FADH^ 

12 

Malato-desidrogenase 

8 NADH 

20 

Total 


108 


*Esses calculus pressupoem que a fosforilagao oxidativa mitocondrial produz 1,5 ATP por FADHg oxidado e 2,5 ATP por NADH oxidado. 
^0 GTP produzido diretamente nesse passo produz ATP na reapao catalisada pela nucleosideo-difosfato-cinase (p. 526). 
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quando as mudangas de energia-livre sao calculadas a partir 
das concentragoes reals de reagentes e produtos nas condi- 
goes intracelulares (ver Problema ResoMdo 13-2, p. 519), a 
recuperagao de energia-livre e maior que 60%; a conserva- 
gao de energia e notavelmente eficiente. 

A oxida^ao de acidos graxos insaturados requer duas 
reaves adicionais 

A sequencia descrita de oxidagao dos acidos graxos e tipi- 
ca quando o acido graxo e saturado (ou seja, tern apenas 
ligagoes simples na sua cadeia de carbonos). Entretanto, 
a maioria dos acidos graxos nos triacilglicerois e fosfolipi- 
deos de animals e plantas e insaturada, tendo uma ou mais 
ligagoes duplas. Essas ligagoes estao na configuragao cis e 
nao podem sofrer a agao da enoil-CoA hidratase, a enzima 
que catalisa a adigao de H 2 O as ligagoes duplas trans da 
A^-enoil-CoA gerada durante a j8-oxidagao. Duas enzimas 
auxiliares sao necessarias para a /3-oxidagao dos acidos 
graxos insaturados comuns: uma isomerase e uma redu- 
tase. Essas reagoes auxiliares podem ser ilustradas com 
dois exemplos. 

0 oleato e um acido graxo abundante monoinsaturado 
com 18 atomos de carbono e com uma ligagao dupla cis 
entre C-9 e C-10 (simbolizada por A^). No primeiro pas- 
so de oxidagao, o oleato e convertido a oleoil-CoA e, como 
os acidos graxos saturados, entra na matriz mitocondrial 
pelo ciclo da carnitina (Figura 17-6). A oleoil-CoA entao 
passa tres vezes pelo ciclo de oxidagao dos acidos graxos 
para produzir tres moleculas de acetil-CoA e o ester de 
coenzima A de um acido graxo insaturado de 12 atomos 
de carbono A^, a czs-A^-dodecenoil-CoA (Figura 17-10). 
Esse produto nao pode servir de substrate para a enoil- 
-CoA-hidratase, que atua apenas em ligagoes duplas trans. 
A enzima auxiliar A^, A^-enoil-CoA-isomerase isomeriza 
a czs-A^-enoil-CoA a trans-A^-enoil-CoA, que e convertida 
pela enoil-CoA-hidratase a L-/3-hidroxiacil-CoA correspon- 
dente (^rar^s-A^-dodecenoil-CoA). Esse intermediario en¬ 
tao sofre a agao das enzimas restantes da /3-oxidagao para 
produzir acetil-CoA e o ester de coenzima A de um acido 
graxo saturado de 10 carbonos, o decanoil-CoA. Esse ulti¬ 
mo sofre quatro passagens pela via de /3-oxidagao para pro¬ 
duzir mais cinco moleculas de acetil-CoA. No total, nove 
acetil-CoA sao produzidas a partir de uma molecula de ole¬ 
ato de 18 carbonos. 

A outra enzima auxiliar (uma redutase) e necessaria 
para a oxidagao de acidos graxos poli-insaturados - por 
exemplo, o linoleato de 18 carbonos, que tern configuragao 
cis-b^, cis-A^‘^ (Figura 17-11). A linoleoil-CoA sofre tres 
passagens pela sequencia de j8-oxidagao para produzir tres 
moleculas de acetil-CoA e o ester de coenzima A de um aci¬ 
do graxo insaturado de 12 carbonos com uma configuragao 
cis-^,cis-A^. Esse intermediario nao pode ser utilizado pe- 
las enzimas da via da j8-oxidagao; suas ligagoes duplas estao 
na posigao errada e possuem uma configuragao errada {cis, 
nao trans'). Entretanto, a agao combinada da enoil-CoA-iso- 
merase e da 2,4-dienoil-CoA-redutase, como mostrado 



Oleoil-CoA 


j8-oxida^ao 
(tres ciclos) 


3 Acetil-CoA 



S-CoA 


A , A -enoil-CoA-isomerase 


c/s-A- 

-Dodecenoil-CoA 



S-CoA 

trans-A^- 

-Dodecenoil-CoA 


j8-oxida^ao 
(cinco ciclos) 


6 Acetil-CoA 

FIGURA 17-10 Oxidagao deum acido graxo monoinsaturado. 0 acido 
oleico, como oleoil-CoA (A^), e o exemplo utilizado aqui. A oxidagao requer 
uma enzima adicional, enoil-CoA-isomerase, para reposicionar a ligagao 
dupla, convertendo o isomero cis em um isomero trans, um intermediario 
normal na jS-oxidagao. 


na Figura 17-11, permite e reentrada desse intermediario 
na via da j8-oxidagao e a sua degradagao a 6 acetil-CoA. 0 
resultado global e a conversao de linoleato a nove moleculas 
de acetil-CoA. 

A oxidagao completa de acidos graxos de numero I'mpar 
requer tres reaves extras 

Embora a maioria dos lipideos de ocorrencia natural conte- 
nha acidos graxos com um numero par de atomos de carbo¬ 
no, os acidos graxos com um numero impar de carbonos sao 
comuns nos lipideos de muitas plantas e de alguns organis- 
mos marinhos. 0 gado e outros animals ruminantes formam 
grandes quantidades de propionate, de tres carbonos 
(CHg—CHg—COO~), durante a fermentagao dos carboi- 
dratos no rumen. 0 propionate e absorvido pelo sangue e 
oxidado pelo figado e outros tecidos. Pequenas quantidades 
de propionate sao adicionadas como um inibidor de mofo 
em alguns paes e cereals, entrando assim na dieta humana. 

Acidos graxos de cadeia longa de numero impar sao oxi- 
dados na mesma via que os acidos de numero par, iniciando 
na extremidade carboxil da cadeia. Entretanto, o substra¬ 
te para a ultima passagem pela sequencia de j8-oxidagao e 
um acil-CoA graxo com um acido graxo de cinco carbonos. 
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FIGURA17-11 Oxida^ao de um acido graxo poli-insaturado. Oexem- 
plo aqui e o acido linoleico, como linoleoil-CoA (A^'^^). A oxidaqao requer 
uma segunda enzima auxiliar alem da enoil-CoA-isomerase: a 2,4-dienoil- 
-CoA-redutase dependente de NADPH. A aqao combinada dessas duas en- 
zimas converte um intermediario trans-A^,cis-A'^-d\eno\\-CoA ao substrate 
frans-A^-enoil-CoA necessario para a jS-oxidaqao. 


Quando e oxidado e clivado, os produtos sao acetil-CoA e 
propionil-CoA. A acetil-CoA pode ser oxidada no cicio do 
acido citrico, e claro, mas a propionil-CoA entra em uma via 
diferente, contendo tres enzimas. 

A propionil-CoA e primeiro carboxilada para formar o 
estereoisomero d da metilmalonil-CoA (Figura 17-12) 
pela propionil-CoA-carboxilase, que contem biotina 
como cofator. Nessa reagao enzimatica, como na reagao 
da piruvato-carboxilase (ver Figura 16-17), o COg (on seu 
ion hidratado, HCO 3 ) e ativado pela ligagao a biotina antes 
de sua transference para o substrate, nesse caso a porgao 
propionate. A formagao do intermediario carboxibiotina 
requer energia, que e fornecida pelo ATP. A D-metilmalo- 
nil-CoA assim formada e enzimaticamente epimerizada ao 
seu estereoisomero l pela metilmalonil-CoA-epimerase 


FIGURA 17-12 Oxida^ao da propionil-CoA produzida pela j3-oxida- 
^ao de acidos graxos de numero impar. A sequencia envolve a carboxi- 
laqao do propionil-CoA em D-metilmalonil-CoA e a conversao desse ultimo 
em succinil-CoA. Esta conversao requer a epimerizaqao de d- a L-metilmalo- 
nil-CoA, seguida por uma reaqao notavel na qual os substituintes em atomos 
de carbono adjacentes trocam de posiqao (ver Quadro 17-2). 


(Figura 17-12). A L-metilmalonil-CoA entao sofre um rear- 
ranjo intramolecular para formar succinil-CoA, que pode 
entrar no cicio do acido citrico. Esse rearranjo e catalisado 
pela metilmalonil-CoA-mutase, que requer como coen¬ 
zima 5'-desoxiadenosilcobalamina, ou coenzima 6 ^ 2 , 
que e derivada da vitamina (cobalamina). 0 Quadro 
17-2 descreve o papel da coenzima riessa notavel rea- 
gao de troca. 

A oxidado dos acidos graxos e estritamente regulada 

A oxidagao dos acidos graxos consome um combustivel pre- 
cioso e e regulada de forma que ocorra apenas quando hou- 
ver a necessidade de energia. No figado, a acil-graxo-CoA 
formada no citosol tern duas vias principais abertas: ( 1 ) j 8 - 
-oxidagao por enzimas na mitocondria ou ( 2 ) conversao em 
triacilglicerois e fosfolipideos por enzimas no citosol. A via 
tomada depende da taxa de transferencia de acil-graxos- 
-CoA de cadeia longa para dentro da mitocondria. 0 pro- 
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cesso de tres passes (ciclo da carnitina) pelo qual os gmpos 
acil-graxos-CoA sao carregados da acil-CoA graxo citosolica 
para a matriz mitocondrial (Figura 17-6) e o limitante para 
a oxidagao de acidos graxos, sendo um ponto de regulagao 
importante. Uma vez que os grupos acil-graxos entram na 
mitocondria, eles estao destinados a oxidagao em acetil- 
-CoA. 

A malonil-CoA, o primeiro intermediario na biossinte- 
se citosolica de acidos graxos de cadeia longa a partir da 
acetil-CoA (ver Figura 21-2), tern sua concentragao aumen- 
tada quando o animal esta bem suprido de carboidratos; o 
excesso de glicose, que nao pode ser oxidado on armazena- 
do como glicogenio, e convertido em acidos graxos no ci- 
tosol, para armazenamento como triacilglicerol. A inibigao 
da carnitina-aciltransferase I pela malonil-CoA (Figura 17- 
13) garante que a oxidagao de acidos graxos seja inibida 
quando o figado esta amplamente suprido de glicose como 
combustivel e esta produzindo triacilglicerois a partir do 
excesso de glicose. 

O 

II 

“OOC—CH2—C—S-CoA 
Malonil-CoA 

Duas das enzimas da /3-oxidagao tambem sao regula- 
das por metabolitos que sinalizam a suficiencia de energia. 
Quando a razao [NADH/NAD^] e alta, a j8-hidroxiacil-CoA- 
-desidrogenase e inibida; alem disso, altas concentragoes de 
acetil-CoA inibem a tiolase. 


Lembre-se do Capitulo 15 que, durante periodos de 
contragao muscular vigorosa ou durante o jejum, a queda 
na [ATP] e o aumento da [AMP] ativam a proteina-cinase 
ativada por AMP (AMPK, de AMP-activated protein ki¬ 
nase'). A AMPK fosforila varias enzimas-alvo, incluindo a 
acetil-CoA-carboxilase, que catalisa a sintese de malonil- 
-CoA. Essa fosforilagao, e consequentemente a inibigao da 
acetil-CoA-carboxilase, diminui a concentragao de malonil- 
-CoA, aliviando a inibigao do transporte de acil-carnitina- 
-graxo para a mitocondria (Figura 17-13) e permitindo que 
a j8-oxidagao reabastega o suprimento de ATP 

Fatores de transcri^ao ativam a sintese de proteinas do 
catabolismo de lipideos 

Alem dos varies mecanismos regulatorios de curta duragao 
que modulam a atividade de enzimas existentes, a regula- 
gao transcricional pode variar 0 numero de moleculas das 
enzimas da oxidagao dos acidos graxos em uma escala de 
tempo maior, de minutes a boras. A familia PPAR (receptor 
ativado por proliferadores de peroxissomos) de receptores 
nucleares sao fatores de transcrigao que afetam muitos pro¬ 
cesses metabolicos em resposta a uma variedade de ligantes 
semelhantes aos acidos graxos. (Eles foram originalmente 
identificados como receptores ativados por proliferadores 
de peroxissomos, em seguida, observou-se que funcionam 
mais amplamente.) 0 PPARo: age no musculo, tecido adipo¬ 
se e no figado para ativar um grupo de genes essenciais para 
a oxidagao de acidos graxos, incluindo os transportadores 
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FIGURA 17-13 Regula^ao coordenada da smtese e da degrada^o 
dos acidos graxos. Quando a dieta disponibiliza uma fonte imediata de 
carboidratos como combustivel, a jS-oxidapao dos acidos graxos e desne- 
cessaria, sendo, portanto, desativada. Duas enzimas sao essenciais na coor- 
denapao do metabolismo dos acidos graxos: a acetil-CoA-carboxilase (ACC), 
primeira enzima na sintese dos acidos graxos (ver Figura 21-1), e a carnitina- 
-aciltransferase I, que limita o transporte de acidos graxos para dentro da 
matriz mitocondrial para a jS-oxidapao (ver Figura 17-6). A ingestao de uma 
refeipao rica em carboidratos aumenta o nivel de glicose no sangue e, por¬ 
tanto, O ativa a liberapao de insulina. 0 A proteina-fosfatase dependente 
de insulina desfosforila a ACC, ativando-a. @ A ACC catalisa a formapao de 


malonil-CoA (o primeiro intermediario da sintese de acidos graxos), e O o 
malonil-CoA inibe a carnitina-aciltransferase I, impedindo assim a entrada de 
acidos graxos na matriz mitocondrial. Quando baixam os niveis de glicose no 
sangue, entre as refeipoes, © a liberapao de glucagon ativa a proteina-cinase 
dependente de cAMP (PKA), que © fosforila e inativa a ACC. Com a baixa 
concentragao de malonil-CoA, a inibipao da entrada de acidos graxos na 
mitocondria e aliviada, e O os acidos graxos entram na matriz mitocondrial 
e © tornam-se o principal combustivel. Como o glucagon tambem ativa a 
mobilizapao de acidos graxos no tecido adiposo, um suprimento de acidos 
graxos comepa a chegar ao sangue. 









QUADR017-2 Coenzima uma solu^ao radical para urn problema desconcertante 


Na reagao da metilmalonil-CoA-mutase (ver Figura 17- 
12), 0 gmpo —CO—S-CoA no C-2 do propionato original 
troca de posigao com um atomo de hidrogenio em C-3 do 
propionato original (Figura Q-la). A coenzima ^ o co- 
fator para essa reagao, assim como para quase todas as 
enzimas que catalisam reagoes desse tipo (Figura Q-lb). 
Esses processes dependentes de coenzima estao den- 
tre as poucas reagoes enzimaticas bioldgicas em que exis- 
te a troca de um grupo alquil on alquil substituido (X) 
com um atomo de hidrogenio em um carbono adjacente, 
sem a mistura do atomo de hidrogenio transferido 
com o hidrogenio do solvente, H 2 O. Como pode 0 atomo 
de hidrogenio mover entre dois carbonos sem se mistu- 
rar com 0 enorme excesso de atomos de hidrogenio do 
solvente? 
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FIGURA Q-1 


A coenzima B^g ^ ^ forma cofator da vitamina B^g? 


uni- 


ca dentre todas as vitaminas por center nao apenas uma 
molecula organica complexa, mas tambem um elemento 
trago essencial, 0 cobalto. 0 complexo sistema de anel 
da corrina da vitamina B^g (colorido em azul na Figura 
Q-2), ao qual 0 cobalto (como Co^^) esta coordenado, e 
quimicamente relacionado ao sistema de aneis da porfi- 
rina do heme e das hemeproteinas (ver Figura 5-1). Uma 
quinta posigao de coordenagao do cobalto 
esta preenchida pelo ribonucleotideo dimetil- 
benzimidazol (sombreado em amarelo), liga- 
do covalentemente pelo sen grupo 3'-fosfato 
a uma cadeia lateral do anel corrina, atraves 
do aminoisopropanoL A formagao desse cofa¬ 
tor complexo ocorre em uma de apenas duas 
reagoes conhecidas em que 0 trifosfato do 
ATP e clivado (Figura Q-3); a outra reagao e 
a formagao de 5'-adenosilmetionina a partir de 
ATP e metionina (ver Figura 18-18). 

A vitamina B^g forma em que geral- 
mente e isolada e chamada cianocobalami- 
na, porque contem 
um grupo ciano 
(capturado durante 
a purificagao) ligado 
ao cobalto na sexta 
posigao de coorde¬ 
nagao. Na 5'-deso- 
xiadenosil-coba- 
lamina, o cofator 
para a metilmalonil- 
-CoA-mutase, o gru¬ 
po ciano e substi- 
tuido pelo grupo 
5'-desoxiadenosil 
(vermelho na Figura Q-2), covalentemente 
ligado pelo C-5' ao cobalto. A estrutura tridi¬ 
mensional do cofator foi determinada por 
Dorothy Crowfoot Hodgkin em 1956, por 
cristalografia por raios X. 

A chave para entender como a coenzima 
B ^2 catalisa a troca de hidrogenio esta nas 
propriedades da ligagao covalente entre o 
cobalto e o C-5' do grupo desoxiadenosil (Fi¬ 
gura Q-2). Essa ligagao e relativamente fra- 


ca; sua energia de dissociagao da ligagao e cerca de 110 
kJ/mol, comparada com 348 kJ/mol da ligagao C—C tipi- 
ca on 414 kJ/mol da ligagao C—H. A mera iluminagao do 
composto com luz visivel e suficiente para quebrar a liga¬ 
gao Co—C. (Essa fotolabilidade extrema provavelmente 
seja responsavel pela ausencia de vitamina plan- 

tas). A dissociagao produz um radical 5'-desoxiadenosil 
e a forma Co^^ da vitamina. A fungao quimica da 5'-deso- 
xiadenosilcobalamina e gerar radicais livres, dessa forma 
iniciando uma serie de transformagoes tal como aquela 
ilustrada na Figura Q-4 - um mecanismo postulado para a 
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reagao catalisada pela metilmalonil-CoA-mutase e varias 
outras transformagoes dependentes de coenzimas 
Nesse mecanismo postulado, o atomo de hidrogenio que 
migra nunca existe como uma especie livre e consequen- 
temente nunca esta livre para trocar com o hidrogenio de 
moleculas de agua ambiente. 

A deficiencia de vitamina resulta em doenga gra¬ 
ve. Essa vitamina nao e sintetizada pelas plantas on 
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pelos animais e podem ser sintetizadas apenas por poucas 
especies de microrganismos. Ela e necessaria para pes- 
soas saudaveis apenas em quantidades pequenas, cerca 
de 3 jLig/dia. A anemia perniciosa, doenga grave, resulta 
da falha da absorgao eficiente de vitamina B^g intesti¬ 
ne, onde e sintetizada pelas bacterias intestinais on obti- 
da pela digestao da came. Individuos com essa doenga 
nao produzem quantidades suficientes do fator intrin- 
seco, glicoproteina essencial para absorgao da vitamina 
B^ 2 - a patologia da anemia perniciosa inclui a produgao 
reduzida de eritrocitos, niveis reduzidos de hemoglobina 
e dano progressive e severe do sistema nervoso central. A 
administragao de altas doses de vitamina B^g Olivia esses 
sintomas em pelo menos alguns cases. ■ 
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de acidos graxos, carnitina-aciltransferases I e II, acil-graxo- 
-CoA-desidrogenases de cadeias acila curta, media, longa e 
muito longa e enzimas relacionadas. Essa resposta e dispa- 
rada quando uma celula on organismo tern uma demanda 
aumentada por energia do catabolismo das gorduras, tal 
como durante o jejum entre as refeigoes on sob condigao de 
fome por longo periodo. 0 glucagon, liberado em resposta a 
baixa concentragao de glicose no sangue, pode agir por meio 
do cAMP e do fator de transcrigao CREB para ativar certos 
genes para o catabolismo de lipideos. 

Outra situagao acompanhada por grandes mudangas na 
expressao das enzimas da oxidagao dos acidos graxos e a 
transigao do metabolismo fetal para o neonatal no coragao. No 
feto, os combustiveis principals sao glicose e lactato, mas no 
coragao do neonato, os acidos graxos sao o principal combus- 
tivel No momento dessa transigao, o PPARo: e ativado, que 
por sua vez ativa os genes essenciais para o metabolismo dos 
acidos graxos. Como sera visto no Capitulo 23, dois outros fa- 
tores de transcrigao da familia PPAR tambem desempenham 
papeis cruciais no ajuste dos complementos das enzimas - e 
consequentemente, as atividades metabolicas - de tecidos es- 
pecificos em periodos especificos (ver Figura 23-42). 

0 principal local de oxidagao dos acidos graxos, no des- 
canso e durante o exercicio, e o musculo esqueletico. 0 treino 
para exercicios de resistencia aumenta a expressao de PPA- 
Ra no musculo, levando a niveis elevados das enzimas de oxi¬ 
dagao dos acidos graxos e aumento da capacidade oxidativa 
do musculo. 


Defeitos geneticos nas acil-CoA-graxo-desidrogenases 
causam doen^as graves 

Os triacilglicerdis estocados sao as principals fontes de 
energia para a contragao muscular, e a incapacidade de 


oxidar acidos graxos a partir de triacilglicerdis tern serias 
consequencias para a saude. 0 defeito genetico mais comum 
no catabolismo de acidos graxos nos EUA e em populagoes 
do norte da Europa e devido a uma mutagao no gene que 
codifica a acil-CoA-desidrogenase de cadeia media 
CMC AD). Dentre os europeus setentrionais, a frequencia de 
portadores (individuos com essa mutagao recessiva em um 
de dois cromossomos homdlogos) e cerca de 1 em 40, e cerca 
de 1 individuo em 10.000 tern a doenga - ou seja, tern duas 
copias do alelo de MCAD mutante e e incapaz de oxidar aci¬ 
dos graxos de 6 a 12 atomos de carbonos. A doenga e carac- 
terizada por episodios recorrentes de uma sindrome que in- 
clui acumulo de gordura no figado, altos niveis sanguineos de 
acido octanoico (8:0), baixo nivel de glicose no sangue (hi- 
poglicemia), sonolencia, vomito e coma. 0 perfil dos acidos 
organicos na urina auxilia no diagnostico da doenga: geral- 
mente a urina contem altos niveis de acidos dicarboxilicos de 
6 a 10 carbonos (produzidos por co-oxidagao) e baixos niveis 
de corpos cetonicos urinarios (a co-oxidagao e discutida abai- 
xo, e corpos cetonicos, na Segao 17.3). Embora talvez os in¬ 
dividuos nao apresentem sintomas entre os episodios, esses 
sao muito graves; a mortalidade dessa doenga e de 25% a 
60% na primeira infancia. Se o defeito genetico for detectado 
logo apos 0 nascimento, o recem-nascido pode receber uma 
dieta pobre em gordura e rica em carboidratos. Com a detec- 
gao precoce e gestao cuidadosa da dieta - inclusive evitando 


intervalos longos entre as refeigoes, para prevenir que o cor- 
po mobilize suas reservas de gordura para obter energia - o 
prognostico para esses individuos e bom. 

Mais de 20 outros defeitos geneticos em humanos para 
o transporte ou oxidagao de acidos graxos tern sido docu- 
mentado, a maioria muito menos comum que o defeito na 
MCAD. Um dos disturbios mais severos resulta da perda da 
atividade /3-hidroxiacil-CoA-desidrogenase de cadeia longa 
da proteina trifuncional, TER Outros disturbios incluem 
defeitos nas subunidades a ou p que afetam todas as tres 
atividades da TFP e causam doengas cardiacas graves e 
musculo esqueletico anormal. ■ 


Os peroxissomos tambem realizam /3-oxida^ao 

A matriz mitocondrial e o principal local de oxidagao de aci¬ 
dos graxos nas celulas animals, mas em certas celulas ou¬ 
tros compartimentos tambem contem as enzimas capazes 
de oxidar acidos graxos a acetil-CoA, por uma via similar, 
mas nao identica aquela mitocondrial. Em celulas vegetais, 
o principal local da j8-oxidagao nao e a mitocondria, mas os 
peroxissomos. 

Nos peroxissomos, organelas de celulas animals e ve¬ 
getais envoltas por membrana, os intermediarios para a /B- 
-oxidagao dos acidos graxos sao derivados da coenzima A, e 
o processo consiste em quatro etapas, como na j8-oxidagao 
mitocondrial (Figura 17-14): (1) desidrogenagao, (2) adi- 
gao de agua a dupla ligagao resultante, (3) oxidagao do j8- 
-hidroxiacil-CoA a uma cetona, e (4) clivagem tiolitica pela 
coenzima A. (As reagoes identicas tambem ocorrem nos 
glioxissomos, como discutidos abaixo.) 

Uma diferenga entre as vias peroxissomal e mitocon¬ 
drial esta na quimica da primeira etapa. Nos peroxissomos, 
a flavoprotema acil-CoA oxidase, que introduz a dupla liga¬ 
gao, passa os eletrons diretamente ao Og, produzindo HgOg 
(Figura 17-14). (Por isso, o nome “peroxissomos”.) Esse 
oxidante forte e potencialmente danoso e imediatamente 
clivado a H 2 O e Og pela catalase. Lembre-se que na mito¬ 
condria, os eletrons removidos na primeira etapa de oxida¬ 
gao passam pela cadeia respiratoria ate o Og para produzir 
HgO e esse processo e acompanhado pela sintese de ATP 
Nos peroxissomos, a energia liberada na primeira etapa oxi¬ 
dativa da degradagao dos acidos graxos nao e conservada 
como ATP, mas sim dissipada como calor. 

Uma segunda diferenga importante entre a j8-oxida¬ 
gao mitocondrial e a peroxissomal em mamiferos e a 


especificidade para as acil-CoA graxos; o sistema peroxisso¬ 
mal e muito mais ativo sobre acidos graxos de cadeia muito 
longa tal como acido fitanico e acido pristanico (ver Figura 
17-18). Esses acidos graxos menos comuns sao obtidos na 
dieta a partir de produtos lacteos, de gordura de animals 
ruminantes, came e peixe. Seu catabolismo no peroxissomo 
envolve varias enzimas auxiliares exclusivas dessa organela. 
A incapacidade de oxidar esses compostos e responsavel 
por varias doengas humanas graves. Individuos com a sin- 
drome de Zellweger sao incapazes de formar peroxisso¬ 
mos e, consequentemente, carecem de todo metabolismo 
exclusivo aquela organela. Na adrenoleucodistrofia liga- 
da ao X (XALD), os peroxissomos falham em oxidar aci¬ 
dos graxos de cadeia muito longa, aparentemente pela per- 




PRINCfPIOS DE BlOQUfMICA DE LEHNINGER 683 


Mitocondria Peroxissomo/glioxissomo 



FIGURA 17-14 Compara^o entre a jS-oxida^ao nas mitocdndrias e 
nos peroxissomos e glioxissomos. 0 sistema peroxissomal/glioxissomal 
difere do sistema mitocondrial em tres aspectos: (1) o sistema peroxissomal 
prefere acidos graxos de cadeia muito longa; (2) no primeiro passo oxidativo, 
os eletrons passam diretamente para o O 2 , gerando H 2 O 2 , e (3) o NADH for- 
mado no segundo passo oxidativo nao pode ser reoxidado no peroxissomo 
ou no glioxissomo, entao equivalentes redutores sao exportados ao citosol, 
e finalmente entram nas mitocdndrias. A acetil-CoA produzida pelos pero¬ 
xissomos e glioxissomos tambem e exportada; o acetato dos glioxissomos 
(organelas encontradas apenas nas sementes em germinapao) serve como 
urn precursor biossintetico (ver Figura 17-15). A acetil-CoA produzida nas mi¬ 
tocdndrias e oxidada mais adiante no cicio do acido citrico. 


da de um transportador funcional para esses acidos graxos 
na membrana peroxissomal. Ambos os defeitos levam ao 
acumulo no sangue de acidos graxos de cadeia muito longa, 
especialmente 26:0. XALD afeta meninos jovens com idade 
inferior a 10 anos, causando perda de visao, transtornos de 
comportamento e morte dentro de poucos anos. ■ 

Em mamiferos, alias concentragoes de gorduras na dieta 
resultam em sintese aumentada das enzimas peroxissomais 
da j8-oxidagao no figado. Os peroxissomos hepaticos nao 
contem as enzimas do cicio do acido citrico e nao podem ca- 
talisar a oxidagao de acetil-CoA a COg. Em vez disso, os aci¬ 
dos graxos de cadeia longa ou ramificados sao catabolizados 
a produtos de cadeia curta, tal como hexanoil-CoA, que sao 
exportados para a mitocondria e completamente oxidados. 


Os peroxissomos e glioxissomos vegetais usam acetil- 
CoA da /3-oxida^ao como precursor biossintetico 

Em plantas, a oxidagao dos acidos graxos nao ocorre princi- 
palmente na mitocondria, mas nos peroxissomos do tecido 
foliar e nos glioxissomos das sementes em germinagao. Os 
peroxissomos e glioxissomos de plantas sao semelhantes 
em estrutura e fungao; os glioxissomos, que ocorrem ape¬ 
nas em sementes em germinagao, podem ser considerados 
peroxissomos especializados. 0 papel biologico da j8-oxida- 
gao nessas organelas e usar lipideos estocados principal- 
mente para prover precursores biossinteticos, nao energia. 

Durante a germinagao de sementes, os triacilglicerois 
estocados sao convertidos em glicose, sacarose e em uma 
ampla variedade de metabolites essenciais (Figura 17- 
15). Os acidos graxos liberados a partir dos triacilglicerois 
sao primeiro ativados aos sens derivados de coenzima A e 
oxidados nos glioxissomos pelo mesmo processo de qua- 
tro etapas que ocorre nos peroxissomos (Figura 17-14). 
0 acetil-CoA produzido e convertido por meio do cicio do 
glioxilato a precursores de quatro carbonos para a glico- 
neogenese (ver Figura 16-24). Os glioxissomos, como os 
peroxissomos, contem alias concentragoes de catalase, que 
converte o HgOg produzido pela j8-oxidagao a HgO e Og. 

As enzimas da /3-oxida^ao de organelas diferentes 
divergiram durante a evolu^ao 

Embora as reagoes da j8-oxidagao na mitocondria sejam es- 
sencialmente as mesmas daquelas nos peroxissomos e nos 
glioxissomos, as enzimas (isoenzimas) diferem significa- 
tivamente entre os dois tipos de organelas. As diferengas, 
aparentemente, refletem uma divergencia evolutiva que 


Triacilglicerois da semente 
Lipases 

Acidos graxos 

j8-oxida^ao 

Acetil-CoA 


Cicio do glioxilato 
Oxaloacetato 


Gliconeogenese 


Sacarose, 

polissacarideos 




Glicose 



Intermediarios 

metabolicos 


Aminoacidos 


Nucleotideos 




Energia 


FIGURA 17-15 Triacilglicerois como fonte de glicose nas sementes. 

A jS-oxidagao e um estagio em uma via que converte os estoques de triacil¬ 
glicerois em glicose nas sementes em germinagao. Mais detalhes na Figura 
16-24. 
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ocorreu muito cedo, com a separagao entre as bacterias 
gram-positivas e gram-negativas (ver Figura 1-6). 

Na mitocondria, as quatro enzimas da j8-oxidagao que 
atuam sobre os acil-graxos-CoAs de cadeia curta sao protei- 
nas soluveis distintas (como descrito anteriormente), simi- 
lares em estmtura as enzimas analogas das bacterias gram- 
-positivas (Figura 17-16a). As bacterias gram-negativas 
tern quatro atividades em tres subunidades soluveis (Figura 
17-16b), e o sistema enzimatico eucariotico que atua sobre 
os acidos graxos de cadeia longa - a proteina trifuncional, 
TFP - tern tres atividades enzimaticas em duas subunida¬ 
des que estao associadas a membrana (Figura 17-16c). As 
enzimas da j8-oxidagao dos peroxissomos e glioxissomos 
vegetais, no entanto, formam um complexo de proteinas, 
cada uma contendo quatro atividades enzimaticas em uma 
unica cadeia polipeptidica (Figura 17-16d). A primeira en- 
zima, a acil-graxo-oxidase, e uma cadeia polipeptidica uni¬ 
ca; a proteina multifuncional (MFP) contem a segunda 
e a terceira atividade enzimatica (enoil-CoA-hidratase e hi- 
droxiacil-CoA-desidrogenase), assim como duas atividades 
auxiliares necessarias para a oxidagao dos acidos graxos 
insaturados (D-3-hidroxiacil-CoA-epimerase e A^, A^-enoil- 
-CoA-isomerase); a quarta enzima, tiolase, e um polipepti- 
deo soluvel distinto. 

E interessante que as enzimas que catalisam essencial- 
mente o inverse da /3-oxidagao, para a sintese dos acidos 
graxos, tambem estao organizadas de forma diferente em 
bacterias e em eucariotos; nas bacterias, as sete enzimas 
necessarias para a sintese dos acidos graxos sao polipepti- 
deos distintos, ja em mamiferos, todas as sete atividades fa- 


zem parte de uma unica e grande cadeia polipeptidica. Uma 
vantagem para a celula em ter varias enzimas da mesma via 
codificadas em uma unica cadeia polipeptidica e solucionar 
o problema da regulagao da sintese de enzimas que devem 
interagir funcionalmente; a regulagao da expressao de um 
gene garante a produgao do mesmo numero de sitios ativos 
para todas as enzimas da via. Quando cada atividade enzi¬ 
matica esta em polipeptideos distintos, algum mecanismo e 
necessario para coordenar a sintese de todos os produtos 
genicos. A desvantagem em ter varias atividades no mes¬ 
mo polipeptideo e que quanto maior a cadeia polipeptidi¬ 
ca maior e a probabilidade de um erro em sua sintese: um 
unico aminoacido incorreto na cadeia pode tornar inuteis 
todas as atividades enzimaticas naquela cadeia. A compara- 
gao das estruturas genicas para essas proteinas em muitas 
especies pode esclarecer as razoes para a selegao de uma 
on outra estrategia durante a evolugao. 

A ci>-oxida0o de acidos graxos ocorre no reticulo 
endoplasmatico 

Embora a j8-oxidagao mitocondrial, na qual enzimas atuam 
na extremidade carboxil de um acido graxo, seja o desti¬ 
ne catabolico mais importante para os acidos graxos nas 
celulas animals, existe outra via em algumas especies, in- 
cluindo vertebrados, que envolve a oxidagao do carbono co 
(omega) - o carbono mais distante do grupo carboxila. As 
enzimas exclusivas da co-oxidagao estao localizadas (em 
vertebrados) no reticulo endoplasmatico do figado e dos 
rins, e os substrates preferidos sao os acidos graxos de 10 a 


(a) Bacteria gram-positiva e sistema 

mitocondrial especifico para cadeia curta 



(b) Bacteria gram-negativa (c) Sistema mitocondrial especifico para cadeia muito longa 




(d) Sistema peroxissomal e glioxissomal de plantas 



FIGURA 17-16 As enzimas da j3-oxida^ao. As diferentes estruturas das subunidades das 
enzimas da jS-oxidagao em bacterias gram-positivas e gram-negativas, mitocondrias e peroxis¬ 
somos e glioxissomos das plantas estao mostradas aqui. Enz^ e acil-CoA-desidrogenase; Enz 2 , 
enoil-CoA-hidratase; EnZg, i-jS-hidroxiacil-CoA-desidrogenase; Enz 4 , tiolase; EnZj, D-3-hidroxiacil- 
-CoA-epimerase, e Enzg, A)A^-enoil-CoA-isomerase. (a) As quatro enzimas da jS-oxidaqao nas 
bacterias gram-positivas sao entidades separadas e soluveis, como as do sistema especifico para 
cadeias curtas das mitocondrias. (b) Nas bacterias gram-negativas, as quatro atividades enzima¬ 
ticas residem em tres polipeptideos; Enz 2 e Enz 3 sao partes de uma unica cadeia polipeptidica. 
(c) 0 sistema especifico para cadeias muito longas das mitocondrias tambem e composto por 
tres polipeptideos, um dos quais inclui as atividades da Enz 2 e da Enz 3 ; nesse caso, o sistema 
esta ligado a membrana mitocondrial interna, (d) Nos sistemas de jS-oxidaqao peroxissomal e 
glioxissomal das plantas, Enz^ e Enz 4 sao polipeptideos separados, mas Enz 2 e Enz 3 , bem como 
duas enzimas auxiliares (Enz^ e EnZg), sao parte de uma unica cadeia polipeptidica: a proteina 
multifuncional, MEP. 



PRINCIPIOS DE BlOQUIMICA DE LEHNINGER 685 


O 


CH, 


-(CH2)io-C 




o acido graxo de “terminagao dupla” gera acidos dicarboxi- 
licos, tal como o acido succmico, que pode entrar no ciclo 
do acido citrico, e o acido adipico (Figura 17-17). 
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FIGURA 17-17 A co-oxida^ao de acidos graxos no retkulo endoplas- 
matico. Esta alternativa a jS-oxidagao comega com a oxidagao do carbono 
mais distante do carbono p - o carbono w (omega). 0 substrato geralmente 
e urn acido graxo de cadeia media; o acido laurico (laurato) e mostrado aqui. 
Essa via geralmente nao e a principal via para o catabolismo oxidativo de 
acidos graxos. 


0 acido fitanico sofre a-oxida^ao nos peroxissomos 

A presenga de um gmpamento metil no carbono /B de 
um acido graxo torna a /B-oxidagao impossivel, e esses 


acidos graxos ramificados sao catabolizados nos peroxisso¬ 
mos de celulas animais por a-oxidagao. Na oxidagao do 
acido fitanico, por exemplo (Figura 17-18), o fitanoil-CoA 
e hidroxilado em sen carbono a, em uma reagao que envol- 
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12 atomos de carbonos. Em mamiferos a co-oxidagao e nor- 
malmente uma via minoritaria para a degradagao de acidos 
graxos, mas quando a j8-oxidagao esta defeituosa (p. ex., 
devido a uma mutagao on uma deficiencia de carnitina) ela 
se torna mais importante. 

A primeira etapa introduz um gmpamento hidroxil 
no carbono w (Figura 17-17). 0 oxigenio para esse gm¬ 
pamento vem do oxigenio molecular (Og) em uma reagao 
complexa que envolve o citocromo P450 e o doador de 
eletrons NADPH. As reagoes desse tipo sao catalisadas pe- 
las oxidases de fungao mista, descritas no Quadro 21- 
1. Agora, mais duas enzimas atuam sobre o carbono to: a 
alcool-desidrogenase oxida o gmpamento hidroxil a um 
aldeido e a aldeido-desidrogenase oxida o gmpamento 
aldeido a um acido carboxilico, produzindo um acido graxo 
com um grnpo carboxil em cada extremidade. Neste ponto, 
as duas extremidades podem ser acopladas a coenzima A, e 
a molecula pode entrar na mitocondria e sofrer /B-oxidagao 
pela via normal. Em cada passagem pela via de j8-oxidagao. 
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FIGURA 17-18 A a-oxida^ao de um acido graxo de cadeia ramificada 
(acido fitanico) nos peroxissomos. 0 acido fitanico tern um carbono f3 
com um substituinte metil e, portanto, nao pode sofrer jS-oxidagao. A agao 
combinada das enzimas mostradas aqui remove o carbono do grupo car¬ 
boxil do acido fitanico para produzir acido pristanico, no qual o carbono f3 
nao esta substituido, permitindo a jS-oxidagao. Observe que a jS-oxidagao do 
acido pristanico libera propionil-CoA, e nao acetil-CoA. Esta e posteriormen- 
te catabolizada como na Eigura 17-12. (Os detalhes da reagao que produz 
pristanal continuam controversos.) 
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ve oxigenio molecular; descarboxilado para formar um alde- 
ido mais curto em um carbono; e entao oxidado ao acido 
carboxilico correspondente, que agora nao tern nenhum 
substituinte no carbono (5 e pode ser oxidado por /3-oxida- 
gao. A doenga de Refsum, resultante de um defeito gene- 
tico na fitanoil-CoA-hidroxilase, leva a niveis sangumeos 
muito elevados de acido fitanio e problemas neurologicos 
severos, incluindo cegueira e surdez. ■ 

RESUMO 17.2 Oxida^ao de acidos graxos 

► Na primeira etapa da j8-oxidagao, quatro reagoes reti- 
ram cada unidade de acetil-Coa da extremidade carbo- 
xila de um acil-CoA graxo saturado: (1) desidrogenagao 
dos carbonos a e jS (C-2 e C-3) pelas acil-CoA-desidro- 
genases ligadas a FAD, (2) hidratagao da dupla ligagao 
trans-b^ resultante pela enoil-CoA-hidratase, (3) desi¬ 
drogenagao do L-j8-hidroxiacil-CoA resultante pela j8-hi- 
droxiacil-CoA-desidrogenase ligada a NAD, e (4) cliva- 
gem por CoA do /3-cetoacil-CoA resultante pela tiolase, 
para formar acetil-CoA e um acil-CoA graxo encurtado 
em dois carbonos. 0 acil-CoA graxo encurtado entra de 
novo na sequencia de reagoes. 

► Na segunda etapa da oxidagao dos acidos graxos, o ace- 
til-Coa e oxidado a COg no ciclo do acido citrico. Uma 
grande fragao do rendimento teorico de energia livre 
da oxidagao dos acidos graxos e recuperada como ATP 
pela fosforilagao oxidativa, a etapa final da via oxidativa. 

► Malonil-CoA, intermediario inicial na sintese de acidos 
graxos, inibe a carnitina-aciltransferase 1, prevenindo a 
entrada dos acidos graxos na mitocondria. Isso bloqueia a 
degradagao dos acidos graxos enquanto ocorre a sintese. 

► Defeitos geneticos na acil-CoA-desidrogenase de ca- 
deia media resulta em doengas humanas graves, assim 
como mutagoes em outros componentes do sistema de 
j8-oxidagao. 

► A oxidagao de acidos graxos insaturados requer duas 
enzimas adicionais: a enoil-CoA-isomerase e a 2,4-die- 
noil-CoA-redutase. Acidos graxos de numero impar sao 
oxidados pela via de /3-oxidagao gerando acetil-Coa e 
uma molecula de propionil-CoA. Esta e carboxilada a 
metilmalonil-CoA, que e isomerizada a succinil-CoA em 
uma reagao catalisada pela metilmalonil-CoA mutase, 
enzima que necessita de coenzima 

► Os peroxissomos vegetais e animals, e os glioxissomos 
vegetais fazem /3-oxidagao em quatro etapas semelhan- 
tes aquelas da via mitocondrial em animals. A primeira 
etapa de oxidagao, no entanto, transfere eletrons di- 
retamente ao Og, gerando HgOg. Os peroxissomos dos 
tecidos animals se especializam na oxidagao de acidos 
graxos de cadeia muito longa e em acidos graxos ramifi- 
cados. Nos glioxissomos, das sementes em germinagao, 
a /3-oxidagao e um passo na conversao de lipideos esto- 
cados em uma variedade de intermediarios e produtos. 

► As reagoes da co-oxidagao, que ocorrem no reticulo en- 
doplasmatico, produz intermediarios acil-graxo dicarbo- 
xilicos, que podem sofrer j8-oxidagao em qualquer uma 
das extremidades para gerar acidos dicarboxilicos cur- 
tos como o succinato. 


► As reagoes da a-oxidagao degradam acidos graxos rami- 
ficados, tal como o acido fitanico. 

17.3 Corpos cetonicos 

Em humanos, e na maior parte de outros mamiferos, o 
acetil-CoA formado no figado durante a oxidagao dos aci¬ 
dos graxos pode entrar no ciclo do acido citrico (etapa 2 
da Figura 17-7) ou sofrer conversao a “corpos cetonicos”, 
acetona, acetoacetato e D-/3-hidroxibutirato, para ex- 
portagao a outros tecidos. (0 termo “corpos” e um artefato 
historico; esse termo e ocasionalmente aplicado a particulas 
insoluveis, mas esses compostos sao soluveis no sangue e 
na urina.) 

CHg—C—CHg 

o 

Acetona 

A 

CHa—C—CH2—C 

o 

Acetoacetato 

A 

CHa—C—CH2— 

H 

D-jS-Hidroxibutirato 

A acetona, produzida em menor quantidade do que os ou¬ 
tros corpos cetonicos, e exalada. 0 acetoacetato e o d-/ 3- 
-hidroxibutirato sao transportados pelo sangue para outros 
tecidos que nao o figado (tecidos extra-hepaticos), onde 
sao convertidos a acetil-CoA e oxidados no ciclo do acido 
citrico, fornecendo muito da energia necessaria para te¬ 
cidos como o musculo esqueletico e cardiaco e o cortex 
renal. 0 cerebro, que usa preferencialmente glicose como 
combustivel, pode se adaptar ao uso de acetoacetato ou 
D-/3-hidroxibutirato em condigoes de jejum prolongado, 
quando a glicose nao esta disponivel. A produgao e expor- 
tagao dos corpos cetonicos do figado para tecidos extra- 
-hepaticos permite a oxidagao continua de acidos graxos 
no figado quando acetil-CoA nao esta sendo oxidada no 
ciclo do acido citrico. 

Os corpos cetonicos formados no figado sao exportados 
para outros orgaos como combustivel 

A primeira etapa na formagao de acetoacetato, que ocor¬ 
re no figado (Figura 17-19), e a condensagao enzimati- 
ca de duas moleculas de acetl-CoA, catalisada pela tiola¬ 
se; essa reagao e simplesmente o inverso da ultima etapa 
da /3-oxidagao. 0 acetoacetil-CoA entao se condensa com 
acetil-Coa formando j3-hidroxi-j3-metilglutaril-CoA 
(HMG-CoA), clivado a acetoacetato livre e acetil-Coa. 0 
acetoacetato e reversivelmente reduzido pela D-/3-hidroxi- 
butirato-desidrogenase, uma enzima mitocondrial, a d-/ 3- 
-hidroxibutirato. Essa enzima e especifica para o estereoi- 
somero d; ela nao atua sobre L-/3-hidroxiacil-CoAs e nao 
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FIGURA17-19 Forma^ao de corpos cetdnicos a partir de acetil-CoA. 

Pessoas saudaveis e bem nutridas produzem corpos cetdnicos a uma taxa 
relativamente baixa. Quando a acetil-CoA se acumula (p. ex., como no jejum 
prolongado ou diabetes nao tratado), a tiolase catalisa a condensapao de 
duas moleculas de acetil-CoA em acetoacetil-CoA, o composto que origina 
os tres corpos cetdnicos. As reapdes da formapao de corpos cetdnicos ocor- 
rem na matriz das mitocdndrias do figado. 0 composto de seis carbonos 
jS-hidroxi-j8-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) tambem e um intermediario da 
biossintese de esterdis, mas a enzima que forma HMG-CoA naquela via e 
citosdiica. A HMG-CoA-liase esta presente somente na matriz mitocondrial. 


provoca um odor caractenstico ao halito, que algumas ve- 
zes e util no diagnostico da diabetes. ■ 

Em tecidos extra-hepaticos, 0 D-j8-hidroxibutirato e oxi- 
dado a acetoacetato pela D-j8-hidroxibutirato-desidrogenase 
(Figura 17-20). 0 acetoacetato e ativado ao seu ester de co- 
enzima A pela transferencia da CoA do succinil-CoA, interme¬ 
diario do ciclo do acido citrico (ver Figura 16-7), em uma rea- 
gao catalisada pela /3-cetoacil-CoA-transferase, tambem 
chamada tioforase. 0 acetoacetil-CoA e entao clivado pela 
tiolase gerando dois acetil-CoAs, que entram no ciclo do acido 
citrico. Assim, os corpos cetdnicos sao usados como combus- 
tivel em todos os tecidos, exceto 0 figado, que carece de tio¬ 
forase. 0 figado e, consequentemente, um produtor de corpos 
cetdnicos para os outros tecidos, mas nao um consumidor. 

A produgao e exportagao dos corpos cetdnicos pelo 
figado permite a oxidagao continua de acidos graxos com 
minima oxidagao de acetil-CoA. Quando os intermediarios 
do ciclo do acido citrico sao desviados para a sintese de gli- 
cose pela gliconeogenese, por exemplo, a oxidagao dos in¬ 
termediarios do ciclo desacelera - bem como a oxidagao de 
acetil-CoA. Alem disso, o figado contem apenas uma quan- 
tidade limitada de coenzima A, e quando a maior parte esta 
comprometida com acetil-CoA, a /3-oxidagao desacelera es- 
perando por coenzima livre. A produgao e a exportagao de 
corpos cetdnicos liberam a coenzima A, permitindo a conti¬ 
nua oxidagao dos acidos graxos. 


OH 

I 

CH3—C—CH2—c 
H 


O 


0“ 


D-yS-Hidroxibutirato 


D-;S-hidroxibutirato- 

-desidrogenase 


^NAD+ 

^ NADH + H+ 


o 

CH3—C—CHo—c: 


O 


0“ 


Acetoacetato 


yS-cetoacil-CoA- 

-transferase 


Succinil-CoA 

Succinato 


O 


CH3—c—CH2—c; 




o 


SS-CoA 


Acetoacetil-CoA 


tiolase 


CoA-SH 


deve ser confundida com a L-/3-hidroxiacil-CoA-desidroge- 
nase da via de /3-oxidagao. 

1 Em pessoas saudaveis, a acetona e formada em quan- 
. ^ J tidade muito pequena a partir de acetoacetato, que e 
facilmente descarboxilado espontaneamente ou pela agao 
da acetoacetato-descarboxilase (Figura 17-19). Como 
pessoas com diabetes nao tratado produzem grandes quan- 
tidades de acetoacetato, seu sangue contem quantidades 
significativas de acetona, que e toxica. A acetona e volatil e 


CH3-C^ + CH3-C^ 

S-CoA S-CoA 

2 Acetil-CoA 

FIGURA 17-20 D-j3-Hidroxibutirato como combustivel. 0 o-jS-Hidroxi- 
butirato, sintetizado no figado, passa para o sangue e, portanto, para outros 
tecidos, onde e convertido a acetil-CoA em tres passes. Ele e primeiro oxida- 
do a acetoacetato, que e ativado com a coenzima A doada pela succinil-CoA, 
e entao clivado pela tiolase. A acetil-CoA assim formada e utilizada para a 
produgao de energia. 
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Os corpos cetonicos sao produzidos em excesso no 
diabetes e durante o jejum 


T 


Jejum e diabetes melito nao tratado leva a superpro- 
dugao de corpos cetonicos, com varios problemas me¬ 
dicos associados. Durante o jejum, a gliconeogenese consu¬ 
me os intermediarios do ciclo do acido citrico, desviando 
acetil-CoA para a produgao de corpos cetonicos (Figura 
17-21). No diabetes nao tratado, quando o nivel de insulina 
e insuficiente, os tecidos extra-hepaticos nao podem captar 
a glicose do sangue de maneira eficiente, para combustivel 
ou para conservagao como gordura. Nessas condigoes, os 
niveis de malonil-CoA (o material de inicio para a sintese de 
acidos graxos) caem, a inibigao da carnitina-aciltransferase 
I e aliviada, e os acidos graxos entram na mitocondria para 
ser degradado a acetil-CoA - que nao pode passar pelo ciclo 
do acido citrico, ja que os intermediarios do ciclo foram dre- 
nados para uso como substrate na gliconeogenese. 0 acu- 
mulo resultante de acetil-CoA acelera a formagao de corpos 
cetonicos alem da capacidade de oxidagao dos tecidos ex¬ 
tra-hepaticos. 0 aumento dos niveis sanguineos de acetoa- 
cetato e D-j8-hidroxibutirato diminui o pH do sangue, cau- 
sando a condigao conhecida como acidose. A acidose 
extrema pode levar ao coma e em alguns cases a morte. Os 
corpos cetonicos no sangue e na urina de individuos com 
diabetes nao tratado pode alcangar niveis extraordinarios - 
uma concentragao sanguinea de 90 mg/mL (comparado 
com o nivel normal de < 3 mg/100 mL) e excregao urinaria 



FIGURA 17-21 Formagao de corpos cetdnicos e exporta^ao a partir 
do figado. As condigoes que promovem a gliconeogenese (diabetes nao 
tratado, redugao na ingestao de alimento) desaceleram o ciclo do acido citri¬ 
co (pelo consumo do oxaloacetato) e aumentam a conversao de acetil-CoA 
em acetoacetato. A coenzima A liberada permite a jS-oxidagao continua de 
acidos graxos. 


de 5.000 mg/24h (comparado com uma taxa normal de 
<125 mg/24h). Essa condigao e chamada cetose. 

Individuos em dietas hipocaloricas, utilizando as gorduras 
armazenadas no tecido adipose como sua principal fonte de 
energia, tambem tern niveis elevados de corpos cetonicos no 
sangue e na urina. Esses niveis devem ser monitorados para 
evitar os riscos da acidose e da cetose (cetoacidose). 

RESUMO 17.3 Corpos cetonicos 

► Os corpos cetonicos - acetona, acetoacetato e D-jS-hi- 
droxibutirato - sao formados no figado. Os dels ultimos 
compostos servem como combustiveis nos tecidos ex¬ 
tra-hepaticos, por meio da oxidagao a acetil-CoA e en- 
trada no ciclo do acido citrico. 

► A superprodugao de corpos cetonicos no diabetes nao 
controlado ou na redugao severa da ingestao de calorias 
pode levar a acidose ou cetose. 
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Problemas 

1. Energia em triacilglicerois. Tendo como base “por ato- 
mo de carbono”, onde reside a maior quantidade de energia 
biologicamente dispomvel nos triacilglicerois: na porgao acido 
graxo on na porgao glicerol? Indique como o conhecimento da 
estrutura qmmica dos triacilglicerois fornece a resposta. 

2. Reservas de combustiveis no tecido adiposo. Triacilgli¬ 
cerois, com sens acidos graxos semelhantes a hidrocarbonetos, 
tern 0 maior conteudo de energia entre os principais nutrientes. 

(a) Se 15% da massa corporal de um adulto de 70 Kg con- 
sistem em triacilglicerois, qual e o total de reserva de combus- 
tivel dispomvel, em quilojoules e em quilocalorias, na forma de 
triacilglicerois? Lembre-se que 1,0 kCal = 4,18 kJ. 

(b) Se a necessidade energetica basal e aproximadamente 
8.400 kJ/dia (2.000 kCal/dia), por quanto tempo essa pessoa 
sobreviveria se a oxidagao dos acidos graxos armazenados 
como triacilglicerois fosse a unica fonte de energia? 

(c) Qual seria a perda de peso em libras por dia sob essa 
condigao de jejum (1 lb = 0,545 kg)? 

3. Etapas reacionais comuns ao ciclo de oxidagao dos 
acidos graxos e o ciclo do acido citrico. Muitas vezes, 
as celulas usam o mesmo perfil de reagoes enzimaticas para 
conversoes metabolicas analogas. Por exemplo, as etapas da 
oxidagao de piruvato a acetil-CoA e do a-cetoglutarato a suc- 
cinil-CoA, embora catalisada por enzimas diferentes, sao muito 
semelhantes. 0 primeiro estagio da oxidagao dos acidos graxos 
segue uma sequencia reacional muito semelhante a uma se- 
quencia do ciclo do acido citrico. Use equagoes para mostrar as 
sequencias de reagoes analogas nas duas vias. 

4. )3-Oxidagao: quantos ciclos? Quantos ciclos de p-oxi- 
dagao sao necessarios para a completa oxidagao do acido olei- 
co ativado, 18:1 (A^)? 

5. Qmmica da reagao da acil-CoA-sintetase. Os acidos 
graxos sao convertidos aos sens esteres de coenzima A em uma 
reagao reversivel catalisada pela acil-CoA-sintetase: 

R— COO- + ATP + CoA ^ 

O 

R— C—CoA + AMP + PPi 

(a) 0 intermediario ligado a enzima nessa reagao foi iden- 
tificado como o anidrido misto do acido graxo e o monofosfato 
de adenosina (AMP), acil-AMP: 


O O 



Escreva duas equagoes correspondentes as duas etapas da 
reagao catalisada pela acil-CoA-sintetase. 

(b) A reagao da acil-CoA-sintetase e prontamente rever¬ 
sivel, com uma constante de equilibrio proxima de 1. Como 
essa reagao pode ser feita para favorecer a formagao de acil- 
-CoA graxo? 

6. Intermediaries da oxidagao do acido oleico. Qual e 
a estrutura do grupo acil-graxo parcialmente oxidado que e 
formado quando acido oleico, 18:1(A^) sofre tres ciclos de p- 
-oxidagao? Quais sao as duas etapas seguintes na continuagao 
da oxidagao desse intermediario? 

7. )3-oxidagao de um acido graxo de cadeia impar. Qual 
e o produto direto da j8-oxidagao de um acido graxo completa- 
mente saturado de 11 carbonos? 

8. Oxidagao do palmitato tritiado. 0 palmitato marca- 
do uniformemente com tritio (^H), a uma atividade especifica 
de 2,48 X 10® contagens por minuto (cpm) por micromol de 
palmitato, e adicionado a uma preparagao mitocondrial que o 
oxida a acetil-CoA. A acetil-Coa e isolada e hidrolisada a aceta¬ 
te. A atividade especifica do acetate isolado e 1,0 X 10^ cpm/ 
jitmol. Esse resultado e consistente com a via de j8-oxidagao? 
Explique. Qual e o destine final do tritio removido? 

9. Compartimentalizagao da )3-oxidagao. Palmitato li- 
vre e ativado ao seu derivado de coenzima A (palmitoil-CoA) 
no citosol antes de ser oxidado na mitocondria. Se palmitato e 
coenzima A [^^C] sao adicionados a um homogenate de figado, 
pahnitoil-CoA isolado da fragao citosolica sera radioativo, mas 
o isolado da fragao mitocondrial nao. Explique. 

10. Bioquimica comparativa: vias geradoras de energia 
em passaros. Uma indicagao da importancia relativa das va- 
rias vias produtoras de ATP e a de certas enzimas dessas 
vias. Os valores de de varias enzimas dos musculos pei- 
torais (musculo do peito usado para voar) de pombo e faisao 
estao listados abaixo. 


V 

max 

(p.mol substrato/min/g de tecido) 


Enzima 

Pombo 

Faisao 

Hexocinase 

3,0 

2,3 

Ghcogenio-fosforilase 

18,0 

120,0 

Fosfofrutocinase-1 

24,0 

143,0 

Citrato-sintase 

100,0 

15,0 

Triacilglicerol-lipase 

0,07 

0,01 


(a) Discuta a importancia relativa do metabolismo do glico- 
genio e das gorduras na geragao de ATP nos musculos peitorais 
desses passaros. 

(b) Compare o consume de oxigenio nos dois passaros. 

(c) A julgar pelos dados na tabela, qual passaro e voador de 
longas distancias? Justifique sua resposta. 

(d) Por que essas enzimas em particular foram seleciona- 
das para a comparagao? As atividades da triose fosfato e da 
malato-desidrogenase seriam igualmente boas para compara¬ 
gao? Explique. 

11. Carnitina-aciltransferase mutante. 0 que muda no 
perfil metabolico resultante de uma mutagao na carnitina-acil- 
-transferase I muscular, em que a protema mutante perdeu sua 
afinidade por malonil-CoA, mas nao sua atividade catalitica? 
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^ 12. Efeito da deficiencia de carnitina. Um indivi- 

__ duo desenvolveu uma condigao caracterizada por fraque- 

za muscular progressiva e dolorosas cmmbras musculares. Os 
sintomas foram agravados durante o jejum, exercicio e dieta 
rica em gordura. 0 homogenate de uma amostra de musculo 
esqueletico do paciente oxida oleato mais lentamente do que 
homogenates controle, consistindo de amostras de musculo de 
individuos sadios. Quando carnitina foi adicionada ao homoge¬ 
nate de musculo do paciente, a taxa de oxidagao do oleato se 
igualou a dos homogenates controle. 0 paciente foi diagnosti- 
cado como portador de uma deficiencia de carnitina. 

(a) Por que a carnitina adicionada aumenta a taxa de oxi¬ 
dagao do oleato no homogenate de musculo do paciente? 

(b) Por que os sintomas do paciente se agravaram durante 
o jejum, o exercicio e em dieta rica em gordura? 

(c) Sugira duas razoes possiveis para a deficiencia de carni¬ 
tina muscular desse individuo. 

13. Os acidos graxos como fonte de agua. Ao contrario 
da lenda, os camelos nao armazenam agua em suas corcovas, 
que consistem na verdade em um grande deposito de gordura. 
Como esses depositos de gorduras podem servir de fonte de 
agua? Calcule a quantidade de agua (em litres) que o came- 
lo pode produzir a partir de 1,0 kg de gordura. Assuma, para 
simplificagao, que a gordura e totalmente formada por tripal- 
mitoilglicerol. 

14. Petroleo como fonte de alimento para microbios. 

Alguns microrganismos do genero Nocardia e Pseudomonas 
podem crescer em um ambiente em que hidrocarbonetos sao 
as unicas fontes de energia. Essas bacterias oxidam hidrocar¬ 
bonetos alifaticos de cadeia linear, tal como octane, aos sens 
acidos carboxilicos correspondentes: 

CH3(CH2)gCH3 + NAD^ + O 2 

CH3(CH2)5C00H + NADH + H"" 

Como essas bacterias poderiam ser usadas para limpeza de 
derramamento de oleo? 0 que seriam os fatores limitantes na 
eficiencia desse processo. 

15. Metabolismo de um acido graxo prenilado de ca¬ 
deia linear. Um metabolite cristalino foi isolado da urina de 
um coelho que foi alimentado com dieta contendo um acido 
graxo de cadeia linear com um grupo fenil terminal: 



CH 2 -(CH 2 ),-C 00 - 


Uma amostra de 302 mg do metabolite em solugao aquosa foi 
completamente neutralizada com 22,2 mb de NaOH 0,100 m. 

(a) Qual e a provavel massa molecular e estrutura do 
metabolite? 

(b) 0 acido graxo de cadeia linear tinha um numero par 
ou impar de grupos metilenos (—CH 2 —) (ou seja, n e par ou 
impar)? Explique. 

^ 16. A oxidagao de acidos graxos em diabetes nao 

_. controlado. Quando o acetil-CoA produzido durante a 

j8-oxidagao no figado excede a capacidade do ciclo do acido 
citrico, o excesso de acetil-CoA forma corpos cetonicos - ace- 
tona, acetoacetato e D-jS-hidroxibutirato. Isso ocorre em diabe¬ 
tes grave nao controlada: ja que os tecidos nao podem usar 
glicose, eles oxidam grandes quantidades de acidos graxos. 
Apesar de acetil-CoA nao ser toxico, a mitocondria deve des- 


vLar o acetil-CoA em corpos cetonicos. Qual problema surgiria 
se acetil-CoA nao fosse convertido a corpos cetonicos? Como o 
desvio a corpos cetonicos soluciona esse problema? 

17. Consequencias de uma dieta rica em gordura sem 
carboidratos. Suponha que voce tivesse que sobreviver com 
uma dieta de gordura de baleia e foca, com pouco ou sem car- 
boidrato. 

(a) Qual seria o efeito da privagao de carboidrato na utiliza- 
gao de gordura para energia? 

(b) Se a sua dieta fosse completamente ausente de carboi¬ 
dratos, seria melhor consumir acidos graxos de cadeia par ou 
impar? Explique. 

18. Acidos graxos de cadeia par e impar na dieta. Em 

um experimento laboratorial, dois grupos de ratos foram ali- 
mentados com dois tipos de acidos graxos diferentes como 
unica fonte de carbono por um mes. 0 primeiro grupo rece- 
beu acido heptanoico (7:0), e o segundo recebeu acido octa- 
noico (8:0). Apos o experimento, uma notavel diferenga foi 
percebida entre os dois grupos. Aqueles do primeiro grupo 
estao saudaveis e ganharam peso, enquanto aqueles do se¬ 
gundo grupo estao fracos e perderam peso, como resultado 
da perda de massa muscular. Qual e a base bioquimica para 
essa diferenga? 

19. Consequencias metabolicas da ingestao de co-fluoro- 
-oleato. 0 arbusto Dichapetalum toxicarium, native de Serra 
Leoa, produz co-fluoro-oleato, altamente toxico para animais de 
sangue quente. 


F—CH2—(CH2)7—C=C—(CH2)7—COO 
w-fluoro-oleato 

Essa substancia tern sido utilizada como veneno de flecha, e a 
polpa desidratada do fruto dessa planta e usada algumas vezes 
como veneno de rato (dai o nome comum da planta: ratsba¬ 
ne^. Por que essa substancia e tao toxica? (Dica: revise o Capi- 
tulo 16, Problema 22). 

20. Mutagao da acetil-CoA-carboxilase. Quais seriam as 
consequencias para o metabolismo das gorduras a mutagao na 
acetil-CoA-carboxilase que substitui o residue de Ser normal- 
mente fosforilado pela AMPK por um residue de Ala? 0 que 
aconteceria se a mesma Ser fosse substituida por Asp? (Dica: 
consulte Figura 17-13). 

21. Efeito dos inibidores de PDE sobre os adipocitos. 

Como seria afetada a resposta de um adipocito a adrenalina 
pela adigao de um inibidor de cAMP-fosfodiesterase (PDE)? 
(Dica: consulte Figura 12-4). 

22. Fungao do FAD como aceptor de eletrons. A acil- 
-CoA-desidrogenase utiliza FAD ligado a enzima como grupo 
prostetico para desidrogenar os carbonos o: e j8 do acil-graxo- 
-CoA. Qual e a vantagem de usar FAD como aceptor de ele¬ 
trons em vez de NAD^? Explique em termos dos potenciais 
de redugao padrao para as semirreagoes: Enz-FAD/FADH 2 
{E’°= -0,219 V) e NAD^/NADH {E'°= -0,320 V). 

23. )3-oxidagao do acido araquidonico. Quantas voltas 
do ciclo de oxidagao dos acidos graxos sao necessarias para a 
oxidagao completa do acido araquidonico (ver Tabela 10-1) a 
acetil-CoA? 
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24. Destino do propionato marcado. Se [3-^^C]propiona- 
to no gmpo metila) e adicionado a um homogenato de fi- 
gado, ^^C-oxaloacetato e produzido rapidamente. Desenhe um 
fluxograma para a via pelo qual propionato e transformado em 
oxaloacetato, e indique a localizagao do no oxaloacetato. 


O 



Acido estearico 
(acido octadecenoico) 


25. Metabolismo do acido fitanico. Quando um rato e 
alimentado com acido fitanico uniformemente marcado com 

em poucos minutos a radioatividade pode ser detectada no 
malato, intermediario do ciclo do acido citrico. Desenhe uma 
via metabolica que poderia explicar isso. Quais dos atomos de 
carbono no malato conteria a marcagao 

26. Fontes de HgO produzidas na )3-oxidagao. A oxida- 
gao completa do palmitoil-CoA a dioxido de carbono e agua 
esta representada pela equagao geral 

Palmitoil-CoA + 23 O 2 + lOSPi + 108ADP-> 

CoA + I 6 CO 2 + 108ATP + 23 H 2 O 

A agua tambem e produzida na reagao 

ADP + Pi-> ATP + H 2 O 

mas nao esta incluida como produto na equagao global Por 
que? 

27. Importancia biologica do cobalto. Em gado, veado, 

ovelha e em outros animals ruminantes, sao formadas grandes 
quantidades de propionato no rumen por meio da fermenta- 
gao bacteriana da materia vegetal ingerida. 0 propionato e a 
principal fonte de glicose para esses animals, pela rota: pro¬ 
pionato -oxaloacetato-glicose. Em algumas areas do 

mundo, principalmente na Australia, os animals ruminantes 
algumas vezes mostram sintomas de anemia com concomitan- 
te perda de apetite e retardo no crescimento, resultantes da 
inabilidade de transformar propionato em oxaloacetato. Essa 
condigao e devido a deficiencia de cobalto causada por niveis 
muito baixos de cobalto no solo e por consequencia na mate¬ 
ria vegetal. Explique. 

28. Perda de gordura durante hibernagao. Os ursos 
consomem cerca de 25X10® J/dia durante periodos de hiber- 
nagao, que podem durar ate sete meses. A energia neces- 
saria para sustentar a vida e obtida da oxidagao de acidos 
graxos. Quanta perda de peso (em quilogramas) ocorre apos 
sete meses? Como a cetose pode ser minimizada durante 
a hibernagao? (Assuma que a oxidagao de gorduras rende 
38 kJ/g). 


Problema de analise de dados 

29. j8-oxidagao de gorduras trans, Gorduras insatura- 
das com ligagoes duplas trans sao comumente conhecidas 
como “gordura trans'\ Tern havido muita discussao acerca 
dos efeitos das gorduras trans da dieta na saude. Em sens 
trabalhos sobre os efeitos do metabolismo dos acidos graxos 
trans sobre a saude, Yu e colaboradores (2004) mostraram 
que um acido graxo trans modelo foi processado diferen- 
temente do seu isomero cis. Eles usaram tres acidos gaxos 
relacionados de 18 carbonos para explorar a diferenga na j8- 
-oxidagao entre os isomeros cis e trans dos acidos graxos de 
mesmo tamanho. 


O 



Acido oleico 

(cis-A^-acido octadecenoico) 



Acido elaidico 

(^ra 72 s-A®-acido octadecenoico) 


Os pesquisadores incubaram os derivados de coenzima A 
de cada acido com mitocondria hepatica de rato por 5 minutos, 
e entao separam os derivados de CoA remanescente em cada 
mistura por CLAE (cromatografia liquida de alta eficiencia). 
Os resultados estao mostrados abaixo, com paineis separados 
para os tres experimentos. 


Estearoil-CoA Oleoil-CoA Elaidoil-CoA 

+ mitocondrias + mitocondrias + mitocondrias 



Tempo (minutos) 


Nesta figura, PI indica um padrao interno (pentadecanoil-CoA) 
adicionado a mistura, apos a reagao, como marcador molecular. 
Os pesquisadores abreviaram os derivados de CoA como segue: 
estearoil-CoA, C^g-CoA; czs-A®-tetradecenoil-CoA, cis-A^C^^_ 
-CoA; oleoil-CoA, czs-A^C^g-CoA; ^rarz.s-A®-tetradecenoil-CoA, 
trans-A^C^^-CoA] e elaidoil-CoA, trans-A^C^ q-CoA. 


O 



S-CoA 


cis-A^-Tetradecenoil-CoA 



^ra72s-A^-Tetradecenoil-CoA 
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(a) Por que Yu e colaboradores precisaram usar derivados de 
CoA em vez de usar os acidos graxos livre nesses experimentos? 

(b) Por que nao foram encontrados derivados de CoA de 
peso molecular mais baixo na reagao com estearoil-CoA? 

(c) Quantas voltas de j 8 -oxidagao seriam necessarias para 
converter o oleoil-CoA e o elaidoil-CoA a czs-A^-tetradecenoil- 
-CoA e ^m?zs-A^-tetradecenoil-CoA, respectivamente? 

Ha duas formas da enzima acil-CoA-desidrogenase (ver Fi- 
gura 17-8a): acil-CoA-desidrogenase de cadeia longa (LOAD) 
e acil-CoA-desidrogenase de cadeia muito longa (VLCAD). Yu 
e colaboradores mediram os parametros cineticos de ambas as 
enzimas. Eles usaram os derivados de CoA dos tres acidos gra¬ 
xos: tetradecanoil-CoA (C 14 -C 0 A), czs-A^-tetradecenoil-CoA 
(cA^Ci 4 -CoA), e ^ra?zs-A^-tetradecenoil-CoA (tA^Ci 4 -CoA). Os 
resultados estao mostrados abaixo. (Ver, no Capitulo 6 , defini- 
goes dos parametros cineticos). 




LCAD 



VLCAD 


cis-,,- 

CoA 

cis- 

A’C,4- 

CoA 

trans- 

CoA 

cis-,,- 

CoA 

cis- 

A'C„- 

CoA 

trans- 

A'C„- 

CoA 


3,3 

3,0 

2,9 

1,4 

0,32 

0,88 

K 

0,41 

0,40 

1,6 

0,57 

0,44 

0,97 


9,9 

8,9 

8,5 

2,0 

0,42 

1,12 

KJK 

24 

22 

5 

4 

1 

1 


(d) Para LCAD, o difere radicalmente para os substra- 
tos CIS e trans. De uma explicagao plausivel para essa obser- 
vagao nos termos das estruturas das moleculas dos substratos. 
(Dica: talvez voce queira utilizar a Figura 10-2). 


(e) Os parametros cineticos das duas enzimas sao relevantes 
para 0 processamento diferencial desses acidos graxos apenas 
se a reagao da LCAD ou VLCAD (ou ambas) for a etapa limitante 
da via. Que evidencia existe para apoiar essa suposigao? 

(f) Como a diferenga desses parametros cineticos explica os 
niveis diferentes dos derivados de CoA encontrados apos a in- 
cubagao da mitocondria hepatica de rato com estearoil-CoA, oe- 
loil-CoA e elaidoil-CoA (mostrados na figura com tres paineis)? 

Yu e colaboradores mediram a especificidade da tioeste- 
rase de mitocondria de figado de rato, que hidrolisa acil-CoA 
em CoA e acido graxo livre, pelos substratos (ver Capitulo 21). 
Essa enzima foi aproximadamente duas vezes mais ativa com 
tioesteres C 14 -C 0 A do que com tioesteres C^g-CoA. 

(g) Outros pesquisadores sugeriram que os acidos graxos 
livres podem passar atraves das membranas. Em sens experi¬ 
mentos, Yu e colegas verificaram acido trans-A^-tetradecenoi- 
co fora da mitocondria (isto e, no meio) que fora incubada com 
elaidoil-CoA. Descreva a via que leva a esse acido trans-A^' 
-tetradecenoico extramitocondrial. Nao se esquega de indicar 
onde na celula as varias transformagoes ocorrem, assim como 
as enzimas que catalisam as transformagoes. 

(h) Costuma-se dizer na midia popular que “gorduras trans 
nao sao degradadas por suas celulas e, em vez disso, se acumu- 
1am no seu corpo”. Em qual sentido essa afirmativa e correta e 
em qual sentido ela e uma grande simplificagao? 

Referenda 
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A gora serao abordados os aminoacidos, a ultima classe 
de biomoleculas que, por sua degradagao oxidativa, 
contribui significativamente para a produgao de ener- 
gia metabolica. A fragao de energia metabolica obtida a par- 
tir de aminoacidos, sejam eles provenientes de proteinas 
da dieta ou de proteinas teciduais, varia muito de acordo 
com o tipo de organismo e com as condigoes metabolicas. 
Carnivoros obtem (imediatamente apos uma refeigao) ate 
90% de suas necessidades energeticas da oxidagao de ami¬ 
noacidos, enquanto herbivoros obtem apenas uma peque- 
na fragao de suas necessidades energeticas a partir dessa 
via. A maior parte dos microrganismos obtem aminoacidos 
a partir do ambiente e os utiliza como combustivel quando 
suas condigoes metabolicas assim o determinarem. Plantas, 
no entanto, nunca ou quase nunca oxidam aminoacidos 
para produzir energia; em geral, os carboidratos produzidos 
a partir de COg e HgO na fotossintese sao sua unica fonte 
de energia. As concentragoes de aminoacidos nos tecidos 
vegetais sao cuidadosamente reguladas para satisfazer as 
necessidades de biossintese de proteinas, acidos nuclei- 
cos e outras moleculas necessarias para o crescimento. 0 
catabolismo dos aminoacidos nao ocorre nas plantas, mas 
sen proposito e a produgao de metabolites para outras vias 
biossinteticas. 

Nos animais, os aminoacidos sofrem degradagao oxidati¬ 
va em tres circunstancias metabolicas diferentes: 

1. Durante a sintese e a degradagao normais de pro¬ 
teinas celulares (renovagao proteica; Capitulo 27), 
alguns aminoacidos liberados pela hidrolise de pro¬ 
teinas nao sao necessaries para a biossintese de no¬ 
vas proteinas, sofrendo degradagao oxidativa. 

2. Quando uma dieta e rica em proteinas e os aminoa¬ 
cidos ingeridos excedem as necessidades do orga¬ 


nismo para a sintese proteica, o excesso e cataboli- 
zado; aminoacidos nao podem ser armazenados. 

3. Durante o jejum ou no diabetes melito nao contro- 
lado, quando os carboidratos estao indisponiveis ou 
sao utilizados de mode inadequado, as proteinas ce¬ 
lulares sao utilizadas como combustivel. 

Em todas essas condigoes metabolicas, os aminoacidos per- 
dem sen grupo amino para formar a-cetoacidos, os “esque- 
letos de carbono” dos aminoacidos. Os a-cetoacidos sofrem 
oxidagao a COg e H 2 O ou, geralmente mais importante, for- 
necem unidades de tres e quatro carbonos que podem ser 
convertidas, pela gliconeogenese, em glicose, o combustivel 
para o cerebro, para o musculo esqueletico e para outros 
tecidos. 

As vias do catabolismo dos aminoacidos sao bastante 
semelhantes na maioria dos organismos. 0 foco deste ca¬ 
pitulo concentra-se nas vias em vertebrados, pois essas 
vias tern recebido maior atengao por parte dos pesquisa- 
dores. Assim como no catabolismo dos carboidratos e dos 
acidos graxos, os processos de degradagao de aminoaci¬ 
dos convergem para vias catabolicas centrais, com os es- 
queletos de carbono da maioria dos aminoacidos encon- 
trando uma via para o cicio do acido citrico. Em alguns 
casos, as reagoes das vias de degradagao dos aminoacidos 
representam etapas paralelas ao catabolismo dos acidos 
graxos (ver Figura 17-9). 

Uma caracteristica importante distingue a degradagao 
dos aminoacidos de outros processos catabolicos descri- 
tos ate aqui: todos os aminoacidos contem um grupo ami¬ 
no, e as vias para a degradagao dos aminoacidos incluem, 
portanto, uma etapa fundamental, na qual o grupo a-ami- 
no e separado do esqueleto de carbono e desviado para 
as vias do metabolismo do grupo amino (Figura 18-1). 
Serao discutidos inicialmente o metabolismo do grupo 
amino e a excregao do nitrogenio e, a seguir, o destino dos 
esqueletos de carbono derivados dos aminoacidos; ao Ion- 
go deste estudo, sera examinado de que modo essas vias 
estao interconectadas. 
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Protemas 

intracelulares 


Protemas 
da dieta 


Amino- 

acidos 




CO2 + H2O 
+ ATP 


Glicose 

(sintetizada na 
gliconeogenese) 

FIGURA18-1 Visao geral do catabolismo dos aminoacidos nos mamiferos. Os grupos 
amino e os esqueletos de carbono tomam vias separadas, porem interconectadas. 


18.1 Destines metabolkos dos grupos amino 

0 nitrogenio, Ng, e abundante na atmosfera, mas e inerte 
para a utilizagao na maioria dos processes bioqmmicos. 
Pelo fato de que apenas poucos organismos conseguem 
converter o Ng em formas biologicamente uteis, como NHg 
(Capitulo 22), os grupos amino sao cuidadosamente geren- 
ciados nos sistemas biologicos. 

A Figura 18-2a fornece uma visao geral das vias cata- 
bolicas da amonia e dos grupos amino nos vertebrados. Os 
aminoacidos derivados das protemas da dieta sao a origem 
da maioria dos grupos amino. A maior parte dos aminoaci¬ 
dos e metabolizada no figado. Parte da amonia gerada nesse 
processo e reciclada e utilizada em uma variedade de vias 
biossinteticas; o excesso e excretado diretamente on con- 
vertido em ureia on acido urico para excregao, dependendo 
do organismo (Figura 18-2b). 0 excesso de amonia produ- 
zido em outros tecidos (extra-hepaticos) e enviado ao figa¬ 
do (na forma de grupos amino, como descrito a seguir) para 
conversao em sua forma de excregao. 

Quatro aminoacidos desempenham papeis centrals no 
metabolismo do nitrogenio: glutamato, glutamina, alanina 
e aspartato. 0 lugar especial desses quatro aminoacidos no 
metabolismo do nitrogenio nao e um acidente evolutivo. 
Esses aminoacidos em especial sao aqueles mais facilmen- 


te convertidos em intermediarios do ciclo do acido citrico: 
glutamato e glutamina sao convertidos em a-cetoglutarato, 
alanina em piruvato e aspartato em oxaloacetato. Gluta¬ 
mato e glutamina sao especialmente importantes, atuando 
como uma especie de ponto de encontro para os grupos 
amino. No citosol das celulas do figado (hepatocitos), os 
grupos amino da maior parte dos aminoacidos sao transferi- 
dos para o a-cetoglutarato, formando glutamato, que entra 
na mitocondria e perde sen grupo amino para formar NH 4 . 
0 excesso de amonia produzido na maior parte dos demais 
tecidos e convertido no nitrogenio amidico da glutamina, 
que circula ate chegar ao figado, entrando na mitocondria 
hepatica. Glutamina, glutamato on ambos estao presentes 
na maior parte dos tecidos em concentragoes mais elevadas 
que os demais aminoacidos. 

No musculo esqueletico, os grupos amino que excedem 
as necessidades geralmente sao transferidos ao piruva¬ 
to para formar alanina, outra molecula importante para o 
transporte de grupos amino ate o figado. Sera mostrado na 
Segao 18.2 que o aspartato participa dos processos meta- 
bolicos que ocorrem tao logo os grupos amino sejam entre- 
gues no figado. 

A presente discussao comega com a degradagao das 
proteinas da dieta e depois faz uma descrigao geral dos des- 
tinos metabolicos dos grupos amino. 
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FIGURA18-2 Catabolismo dos grupos amino, (a) Visao geral do cata- 
bolismo dos grupos amino (sombreados) no figado de vertebrados. (b) For¬ 
mas de excregao do nitrogenio. 0 excesso de NH4 e excretado como amonia 
(microbios, peixes osseos), ureia (maior parte dos vertebrados terrestres) ou 
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acido urico (aves e repteis terrestres). Observe que os atomos de carbono da 
ureia e do acido urico estao altamente oxidados; o organismo descarta car- 
bonos apenas apos extrair a maior parte da energia de oxidagao disponivel. 


As proteinas da dieta sao enzimaticamente degradadas 
ate aminoacidos 

Em humanos, a degradagao das protemas ingeridas ate sens 
aminoacidos constituintes acontece no trato gastrintesti- 
nal. A chegada de protemas da dieta ao estomago estimula 
a mucosa gastrica a secretar 0 hormonio gastrina, que, por 
sua vez, estimula a secregao de acido cloridrico pelas celulas 
parietais e de pepsinogenio pelas celulas principals das glau- 
dulas gastricas (Figura 18-3a). A acidez do suco gastrico 
(pH 1,0 a 2,5) Ihe permite fuuciouar tanto como antissepti- 
co, matando a maior parte das bacterias e de outras celulas 


estrauhas ao organismo, quanto como ageute desuaturaute, 
deseuovelaudo protemas globulares e toruaudo suas ligagoes 
peptidicas iuteruas mais suscetiveis a hidrolise euzimatica. 0 
pepsinogenio (M^. 40.554), precursor iuativo ou zimogeuio 
(p. 231), e convertido ua pepsiua ativa (M^. 34.614) por meio 
de uma clivagem autocatalisada (clivagem mediada pelo pro- 
prio pepsinogenio) que ocorre apenas em pH baixo. No es¬ 
tomago, a pepsiua hidrolisa as protemas ingeridas, atuaudo 
em ligagoes peptidicas em que 0 residue de amiuoacido lo- 
calizado ua porgao amiuotermiual provem dos aminoacidos 
aromaticos Phe, Trp e lyr (ver Tabela 3-6), clivando cadeias 
polipeptidicas lougas em uma mistura de peptideos menores. 
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FIGURA18-3 Parte do trato digestorio (gastrintestinal) humano. (a) 

As celulas parietais e as celulas principals das glandulas gastricas secretam 
seus produtos em resposta ao hormonio gastrina. A pepsina inicia o pro- 
cesso de degradapao das proteinas no estdmago. (b) 0 citoplasma das ce¬ 
lulas exocrinas e completamente preenchido pelo reticulo endoplasmatico 
rugoso, o sitio de sintese dos zimogenios e de muitas enzimas digestivas. 
Os zimogenios sao concentrados em particulas de transporte circundadas 
por membranas, denominadas granules de zimogenios. Quando uma celula 


exocrina e estimulada, sua membrana plasmatica funde-se com a membra- 
na do granule de zimogenio e estes sao liberados por exocitose no lumen 
do ducto coletor. Os ductos coletores, porfim, levam ao ducto pancreatico e 
dai ao intestino delgado. (c) Os aminoacidos sao absorvidos pela camada de 
celulas epiteliais (mucosa intestinal) das vilosidades e chegam aos capilares. 
Lembre que os produtos da hidrolise dos lipideos no intestino delgado, apos 
sua absorpao pela mucosa intestinal, entram no sistema linfatico (ver Figura 
17 - 1 ). 


A medida que o conteudo acido do estdmago passa para 
o intestino delgado, o pH baixo desencadeia a secregao 
do hormonio secretina na corrente sanguinea. A secreti- 
na estimula o pancreas a secretar bicarbonate no intesti¬ 
no delgado, para neutralizar o HCI gastrico, aumentando 
abruptamente o pH, que fica proximo a 7. (Todas as secre- 
goes pancreaticas chegam ao intestino delgado pelo ducto 
pancreatico.) A digestao das proteinas prossegue agora no 


intestino delgado. A chegada de aminoacidos na parte supe¬ 
rior do intestino delgado (duodeno) determina a liberagao 
para o sangue do hormonio colecistocinina, que estimula 
a secregao de diversas enzimas pancreaticas com atividades 
otimas em pH 7 a 8. 0 tripsinogenio, o quimotripsinoge- 
nio e as procarboxipeptidases A e B - os zimogenios da 
tripsina, da quimotripsina e das carboxipeptidases A e 
B - sao sintetizados e secretados pelas celulas exocrinas do 


















PRINCIPIOS DE BlOQUIMICA DE LEHNINGER 699 


pancreas (Figura 18-3b). 0 tripsinogenio e convertido em 
sua forma ativa, a tripsina, pela enteropeptidase, uma en- 
zima proteolitica secretada pelas celulas intestinais. A trip¬ 
sina livre catalisa entao a conversao de moleculas adicionais 
de tripsinogenio em tripsina (ver Figura 6-38). A tripsina 
tambem ativa o quimotripsinogenio, as procarboxipeptida- 
ses e a proelastase. 

Qual a razao para esse mecanismo elaborado ativar en- 
zimas digestivas dentro do trato gastrintestinal? A sintese 
dessas enzimas como precursores inativos protege as celu¬ 
las exocrinas do ataque proteolitico destrutivo. 0 pancreas 
se protege ainda mais da autodigestao por meio da sintese 
de um inibidor especifico, a proteina denominada inibidor 
pancreatico da tripsina (p. 232), que previne efetiva- 
mente a produgao prematura de enzimas proteoliticas ati- 
vas dentro das celulas pancreaticas. 

A tripsina e a quimotripsina continuam a hidrolise dos 
peptideos produzidos pela pepsina no estomago. Esse 
estagio da digestao proteica e realizado com grande efi- 
ciencia, pois a pepsina, a tripsina e a quimotripsina apre- 
sentam especificidades distintas quanto aos aminoacidos 
sobre os quais atuam (ver Tabela 3-6). A degradagao de 
pequenos peptideos no intestino delgado e entao com- 
pletada por outras peptidases intestinais. Estas incluem 
as carboxipeptidases A e B (duas enzimas que contem 
zinco), as quais removem residues sucessivos da extre- 
midade carboxiterminal dos peptideos e uma aminopep- 
tidase, que hidrolisa residues sucessivos da extremidade 
aminoterminal de peptideos pequenos. A mistura resul- 
tante de aminoacidos livres e transportada para dentro 
das celulas epiteliais que revestem o intestino delgado 
(Figura 18-3c), atraves dos quais os aminoacidos entram 
nos capilares sanguineos nas vilosidades e sao transpor- 
tados ate o figado. Nos humanos, a maior parte das pro- 
teinas globulares obtidas a partir de animais e hidrolisada 
quase completamente ate aminoacidos no trato gastrin¬ 
testinal, mas algumas proteinas fibrosas, como a quera- 
tina, sao digeridas apenas parcialmente. Alem disso, o 
conteudo proteico de alguns alimentos obtidos a partir de 
vegetais esta protegido contra a degradagao por envolto- 
rios nao digeriveis de celulose. 

A pancreatite aguda e uma doenga causada por obs- 
trugao da via normal pela qual as secregoes pancreati¬ 


cas chegam ao intestino. Os zimogenios das enzimas pro¬ 
teoliticas sao prematuramente convertidos em suas formas 
cataliticamente ativas dentro das celulas pancreaticas e 
atacam o proprio tecido pancreatico. Isso causa dores in- 
tensas e lesao ao orgao, o que pode ser fatal. ■ 


0 piridoxal-fosfato participa da transferencia de grupos 
a-amino para o a-cetoglutarato 

Chegando ao figado, a primeira etapa no catabolismo da 
maioria dos L-aminoacidos e a remogao de sens grupos a- 
-amino, realizada por enzimas denominadas aminotrans¬ 
ferases ou transaminases. Nessas reagoes de transami- 
nagao, o grupo a-amino e transferido para o carbono a do 
a-cetoglutarato, liberando o correspondente a-cetoacido, 
analogo do aminoacido (Figura 18-4). Nao ocorre desami- 
nagao (perda de grupos amino) efetiva nessas reagoes, pois 
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FIGURA 18-4 Transaminases catalisadas por enzimas. Em muitas 
reagoes de aminotransferases, o a-cetoglutarato e o aceptor do grupo ami¬ 
no. Todas as aminotransferases necessitam de piridoxal-fosfato (PEP) como 
cofator. Embora a reagao esteja mostrada aqui no sentido da transferencia 
do grupo amino para o a-cetoglutarato, ela e facilmente reversivel. 


o a-cetoglutarato torna-se aminado enquanto o a-aminoa- 
cido e desaminado. 0 efeito das reagoes de transaminagao 
e coletar grupos amino de diferentes aminoacidos, na forma 
de L-glutamato. 0 glutamato entao funciona como doador 
de grupos amino para vias biossinteticas ou para vias de ex- 
cregao, que levam a eliminagao de produtos de excregao 
nitrogenados. 

As celulas contem tipos diferentes de aminotrans¬ 
ferases. Muitas sao especificas para o a-cetoglutarato 
como aceptor do grupo amino, mas diferem em sua es- 
pecificidade para o L-aminoacido. Essas enzimas sao de¬ 
nominadas em fungao do doador do grupo amino (p. ex., 
alanina-aminotransferase, aspartato-aminotransferase). 
As reagoes catalisadas pelas aminotransferases sao livre- 
mente reversiveis, tendo uma constante de equilibrio de 
cerca de 1,0 (AG' ~ 0 kJ/mol). 

Todas as aminotransferases apresentam o mesmo grupo 
prostetico e o mesmo mecanismo de reagao. 0 grupo pros- 
tetico e o piridoxal-fosfato (PLP), a forma de coenzima 
da piridoxina ou vitamina Bq. 0 piridoxal-fosfato ja foi cita- 
do no Capitulo 15, como coenzima na reagao da glicogenio- 
-fosforilase, mas seu papel naquela reagao nao e represen- 
tativo de sua fungao usual como coenzima. Seu principal 
papel nas celulas e o metabolismo de moleculas com grupos 
amino. 

0 piridoxal-fosfato funciona como carreador interme- 
diario de grupos amino, no sitio ativo das aminotransfera¬ 
ses. Ele sofre transformagoes reversiveis entre sua forma 
aldeidica, o piridoxal-fosfato, que pode aceitar um grupo 
amino, e sua forma aminada, a piridoxamina-fosfato, que 
pode doar seu grupo amino para um a-cetoacido (Figura 
18-5a). Geralmente, o piridoxal-fosfato encontra-se ligado 
covalentemente ao sitio ativo da enzima por meio de uma 
ligagao aldimina (base de Schiff) com o grupo 6 :-amino de 
um residue de Lys (Figura 18-5b, d). 
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FIGURA18-5 Piridoxal-fosfato, o grupo prostetico das aminotransfe¬ 
rases. (a) Piridoxal-fosfato (PLP) e sua forma aminada, piridoxamina-fosfato, 
sao coenzimas fortemente ligadas as aminotransferases. Os grupos funcio- 
nais estao sombreados. (b) 0 piridoxal-fosfato esta ligado a enzima por meio 
de interapoes nao covalentes e pela formapao de uma base de Schiff (aldi- 
mina) com urn residuo de Lys no sitio ativo. Os passos para a formapao da 
base de Schiff a partir de uma amina primaria e de urn grupo carbonila estao 


detalhados na Figura 14-6. (c) PLP (em vermelho) ligado a urn dos dois sitios 
ativos da enzima dimerica aspartato-aminotransferase, uma aminotransfera¬ 
se tipica. (d) Visao do sitio ativo, com o PLP (em vermelho, com o fosforo em 
amarelo) em uma ligapao aldimina com a cadeia lateral da Lys^^^ (em roxo). 
(e) Outra visao do sitio ativo, com o PLP ligado a urn analogo do substrate, o 
2-metilaspartato (em verde) por meio de uma base de Schiff (PDB ID 1AJS). 


0 piridoxal-fosfato participa de uma variedade de rea- 
goes nos carbonos a, /3 e y (C-2 a C-4) de aminoacidos. 
Reagoes no carbono a (Figura 18-6) incluem racemiza- 
goes (interconvertendo l- e D-aminoacidos) e descarbo- 
xilagoes, assim como transaminagoes. 0 piridoxal-fosfato 
desempenha o mesmo papel qmmico em cada uma des- 
sas reagoes. Uma ligagao com o carbono a do substrato e 
rompida, removendo um proton ou um grupo carboxila. 0 
par de eletrons que permanece no carbono a produziria 
um carbmion altamente instavel, mas o piridoxal-fosfato 
fornece estabilizagao desse intermediario por ressonancia 
(Figura 18-6, no detalhe). A estrutura altamente conjugada 
do PLP (escoadouro de eletrons) permite o deslocamento 
da carga negativa. 

As aminotransferases (Figura 18-5) sao exemplos 
classicos de enzimas que catalisam reagoes bimoleculares 
de pingue-pongue (ver Figura 6-13b), nas quais o primei- 
ro substrato reage e o produto deve deixar o sitio ativo 


antes que o segundo substrato possa se ligar. Assim, o 
aminoacido liga-se ao sitio ativo, doa seu grupo amino ao 
piridoxal-fosfato e deixa o sitio ativo na forma de um a- 
-cetoacido. 0 outro a-cetoacido, que funciona como subs¬ 
trato, se liga entao ao sitio ativo, aceita o grupo amino da 
piridoxamina-fosfato e deixa o sitio ativo na forma de um 
aminoacido. 

0 glutamato libera seu grupo amino na forma de amonia 
no figado 

Como foi visto, os grupos amino de muitos a-aminoacidos 
sao coletados, no figado, na forma do grupo amino de mo- 
leculas de L-glutamato. Esses grupos amino devem ser re- 
movidos do glutamato e preparados para excregao. Nos 
hepatocitos, o glutamato e transportado do citosol para a 
mitocondria, onde sofre desaminagao oxidativa, catali- 
sada pela L-glutamato-desidrogenase 330.000). Nos 
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MECANISMO-FIGURA18-6 Algumas transforma^des no carbono a de 
aminoacidos, facilitadas pelo piridoxal-fosfato. 0 piridoxal-fosfato ge- 
ralmente esta ligado a enzima por meio de uma base de Schiff, tambem de- 
nominada aldimina interna. Essa forma ativada do PEP facilmente sofre tran- 
saminapao, para formar uma nova base de Schiff (aldimina externa) com o 
grupo a-amino do aminoacido que funciona como substrato (ver Eigura 
18-5b, d).Tres destinos alternativos para a aldimina externa sao mostrados: 
O transaminapao, O racemizapao e O descarboxilapao. A base de Schiff en- 
tre o PEP e o aminoacido esta conjugada com o anel de piridina, urn escoa- 
douro de eletrons que permite o deslocamento de urn par de eletrons, para 

mamiferos, essa enzima esta presente na matriz mitocon- 
drial. E a unica enzima que utiliza NAD^ on NADP^ como 
aceptor de equivalentes redutores (Figura 18-7). 

A agao combinada de uma aminotransferase e da glu- 
tamato-desidrogenase e conhecida como transdesamina- 
gao. Uns poucos aminoacidos contornam a via de transde- 
saminagao e sofrem diretamente desaminagao oxidativa. 0 
destine do NH 4 produzido por qualquer desses processes 
de desaminagao e discutido em detalhe na Segao 18.2. 0 


evitar a formapao de urn carbanion instavel no carbono a (no detalhe). Urn 
intermediario quinonoide esta envolvido nos tres tipos de reapao. A via O de 
transaminapao e especialmente importante para as vias descritas neste capi- 
tulo. A via ressaltada em amarelo (mostrada da esquerda para a direita) repre- 
senta apenas parte da reapao global catalisada por aminotransferases. Para 
completar o processo, urn segundo a-cetoacido substitui aquele que e libe- 
rado e e convertido em urn aminoacido pela reversao desses passes reacio- 
nais (da direita para a esquerda). 0 piridoxal-fosfato tambem esta envolvido 
em certas reapdes envolvendo os carbonos jS e y de alguns aminoacidos 
(nao mostrado). ^ Mecanismos de reapao para 0 piridoxal-fosfato 

a-cetoglutarato formado a partir da desaminagao do gluta- 
mato pode ser utilizado no ciclo do acido citrico e para a 
sintese de glicose. 

A glutamato-desidrogenase opera em uma importante 
interseegao do metabolismo do carbono e do nitrogenio. 
Essa enzima alosterica com seis subunidades identicas 
tern sua atividade influenciada por um arranjo complicado 
de moduladores alostericos. Os mais bem estudados sao o 
modulador positivo ADP e o modulador negativo GTP. A ra- 
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FIGURA I 8-7 Rea^ao catalisada pela glutamato-desidrogenase. A 

glutamato-desidrogenase do figado de mamiferos tern a capacidade inco- 
mum de utilizar tanto NAD^ quanto NADP^ como cofator. As glutamato- 
-desidrogenases de plantas e microrganismos normalmente sao especificas 
para urn ou outro desses aceptores de eletrons. A enzima dos mamiferos e 
regulada alostericamente por GTP e ADP 
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zao metabolica para esse padrao de regulagao ainda nao foi 
esclarecida em detalhe. Mutagoes que alterem o sitio alos- 
terico para a ligagao do GTP ou que causem ativagao per- 
manente da glutamato-desidrogenase levam a uma doenga 
genetica humana, denominada smdrome do hiperinsulinis- 
mo com hiperamonemia, caracterizada por niveis elevados 
de amonia na corrente sangumea e hipoglicemia. 

A glutamina transporta a amonia na corrente 
sangumea 

A amonia e bastante toxica para os tecidos animais (poste- 
riormente serao examinadas algumas possiveis razoes para 
essa toxicidade) e sens niveis no sangue sao regulados. 
Em muitos tecidos, incluindo o cerebro, alguns processos, 
como a degradagao de nucleotideos, geram amonia livre. Na 
maioria dos animais, a maior parte dessa amonia livre e con- 
vertida em um composto nao toxico antes de ser exportada 
dos tecidos extra-hepaticos para o sangue e transportada 
ate o figado ou ate os rins. Para essa fungao de transporte, 
o glutamato, essencial para o metabolismo intracelular do 
grupo amino, e substituido pela L-glutamina. A amonia livre 
produzida nos tecidos combina-se com o glutamato, produ- 
zindo glutamina, pela agao da glutamina-sintetase. Essa 
reagao requer ATP e ocorre em duas etapas (Figura 18- 
8 ). Inicialmente, o glutamato e o ATP reagem para formar 
ADP e um intermediario y-glutamil-fosfato, que entao reage 
com a amonia, produzindo glutamina e fosfato inorganico. 


O 


NHs 

\ I 

C—CH 2 —CH 2 —CH—COQ- 


O 


L-Glutamato 


FIGURA 18-8 Transporte de amdnia na forma de glutamina. Oexces- 
so de amonia nos tecidos e adicionado ao glutamato para formar glutamina, 
processo catalisado pela glutamina-sintetase. Apos ser transportada pela 
corrente sanguinea, a glutamina entra no figado e NH/ e liberado na mito¬ 
condria pela enzima glutaminase. 


A glutamina e uma forma de transporte nao toxico para a 
amonia; ela normalmente esta presente no sangue em con- 
centragoes muito maiores que os demais aminoacidos. A 
glutamina tambem serve como fonte de grupos amino em 
varias reagoes biossinteticas. A glutamina-sintetase e en- 
contrada em todos os organismos, sempre desempenhan- 
do um papel metabolico central. Nos microrganismos, essa 
enzima serve como via de entrada essencial do nitrogenio 
fixado em sistemas biologicos. (Os papeis da glutamina e 
da glutamina-sintetase no metabolismo sao discutidos no 
Capitulo 22.) 

Na maioria dos animais terrestres, a glutamina que ex- 
cede as necessidades de biossintese e transportada pelo 
sangue para o intestine, o figado e os rins, para ser proces- 
sada. Nesses tecidos, o nitrogenio amidico e liberado como 
ion amonio na mitocondria, onde a enzima glutaminase 
converte glutamina em glutamato e NH 4 (Figura 18-8). 0 
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NH 4 do intestino e dos rins e transportado no sangue para 
o figado. No figado, a amonia de todas essas fontes e utili- 
zada na smtese da ureia. Parte do glutamato produzido na 
reagao da glutaminase pode ser adicionalmente processa- 
da no figado pela glutamato-desidrogenase, liberando mais 
amonia e produzindo esqueletos de carbono para utilizagao 
como combustivel. Contudo, a maior parte do glutamato 
entra em reagoes de transaminagao necessarias para a 
biossmtese de aminoacidos e para outros processes (Ca- 
pitulo 22 ). 

1 Na acidose metabolica (p. 688 ), ha um aumento do 
^ processamento da glutamina pelos rins. Nem todo o 


excesso de NH 4 assim produzido e liberado para a corrente 
sanguinea ou convertido em ureia; parte e excretado direta- 
mente na urina. No rim, o NH 4 forma sais com acidos meta- 
bolicos, facilitando sua remogao na urina. 0 bicarbonate 
produzido pela descarboxilagao do a-cetoglutarato no ciclo 
do acido citrico tambem pode funcionar como tampao no 
plasma sanguineo. Tornados em conjunto, esses efeitos do 
metabolismo da glutamina no rim tendem a contrabalangar 
a acidose. ■ 


A alanina transporta a amonia dos musculos 
esqueleticos para 0 figado 

A alanina tambem desempenha um papel especial no trans- 
porte dos grupos amino para o figado em uma forma nao 
toxica, por meio de uma via denominada ciclo da glicose- 
-alanina (Figura 18-9). No musculo e em alguns outros 
tecidos que degradam aminoacidos como combustivel, os 
grupos amino sao coletados na forma de glutamato, por 
transaminagao (Figura 18-2a). 0 glutamato pode ser con¬ 
vertido em glutamina para transporte ao figado, como des- 
crito anteriormente, ou pode transferir seu grupo a-amino 
para o piruvato, produto da glicolise muscular facilmente 
disponivel, pela agao da alanina-aminotransferase (Fi¬ 
gura 18-9). A alanina assim produzida passa para o sangue 
e segue para o figado. No citosol dos hepatocitos, a alanina- 
-aminotransferase transfere o grupo amino da alanina para 
o a-cetoglutarato, formando piruvato e glutamato. 0 glu¬ 
tamato entao entra na mitocondria, onde a reagao da glu¬ 
tamato-desidrogenase libera NH 4 (Figura 18-7), ou sofre 
transaminagao com o oxaloacetato para formar aspartato, 
outro doador de nitrogenio para a sintese de ureia. 

A utilizagao de alanina para o transporte da amonia 
dos musculos esqueleticos para o figado e outro exemplo 
da economia intrinseca dos organismos vivos. Os musculos 
esqueleticos em contragao vigorosa operam anaerobiamen- 
te, produzindo piruvato e lactato pela glicolise, assim como 
amonia pela degradagao proteica. De algum modo, esses 
produtos devem chegar ao figado, onde o piruvato e o lac¬ 
tato sao incorporados na glicose, que volta aos musculos, 
e a amonia e convertida em ureia para excregao. 0 ciclo 
da glicose-alanina, em conjunto com o ciclo de Cori (ver 
Quadro 14-2 e Figura 23-19), realiza essa operagao. 0 custo 
energetico da gliconeogenese e assim imposto ao figado e 
nao ao musculo, e todo o ATP disponivel no musculo e des- 
tinado a contragao muscular. 



FIGURA I 8-9 O ciclo da glicose-alanina. A alanina funciona como trans- 
portadora de amonia e do esqueleto de carbono do piruvato do musculo 
esqueletico ate o figado. A amonia e excretada, e o piruvato e utilizado para 
produzir glicose, que e devolvida ao musculo. 


A amonia e toxica para os animais 

A produgao catabolica de amonia impoe um serio pro- 
blema bioquimico, por ser muito toxica. A base mole¬ 


cular para essa toxicidade nao e completamente compreen- 
dida. Os estagios finals da intoxicagao por amonia em 
humanos sao caracterizados por indugao de um estado de 
coma, acompanhado por edema cerebral (aumento no con- 
teudo de agua do cerebro) e aumento da pressao intracra- 
niana, de modo que pesquisas e especulagoes em torno da 
intoxicagao por amonia tern sido focalizadas nesse tecido. 
As especulagoes centralizam-se em uma possivel deplegao 
do ATP nas celulas do cerebro. 

A amonia facilmente cruza a barreira hematoencefalica, 
de modo que qualquer condigao que aumente os niveis de 
amonia na circulagao sanguinea tambem expora o cerebro a 
altas concentragoes. 0 cerebro em desenvoMmento e mais 
suscetivel aos efeitos deleterios do ion amonio que o cere¬ 
bro adulto. Os danos causados pela toxicidade do amonio 
incluem perda de neuronios, alteragao na formagao de si- 
napses e deficiencia geral no metabolismo energetico ce- 
lular. A remogao do excesso de amonia presente no citosol 
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requer a aminagao redutora do a-cetoglutarato a glutamato 
pela glutamato-desidrogenase (no sentido inverso da rea- 
gao descrita anteriormente; Figura 18-7) e a conversao de 
glutamato em glutamina pela glutamina-sintetase. Ambas 
as enzimas estao presentes em mveis altos no cerebro, em- 
bora a reagao da glutamina-sintetase seja quase certamente 
a via mais importante para a remogao da amonia. Altos ni- 
veis de NH 4 levam a um aumento nos niveis de glutamina, 
que atua como soluto osmoticamente ativo (osmolito) nos 
astrocitos do cerebro, os quais sao celulas do sistema ner- 
voso em forma de estrela, que fornecem nutrientes, suporte 
e isolamento eletrico para os neuronios.* Isso desencadeia 
um aumento na captagao de agua, que entra nos astrocitos 
para manter o equilibrio osmotico, levando ao edema das 
celulas e do cerebro e ao coma. 

A deplegao de glutamato pela reagao da glutamina-sin¬ 
tetase pode ter efeitos adicionais no cerebro. 0 glutamato 
e seu derivado y-aminobutirato (GABA; ver Figura 22-31), 
sao importantes neurotransmissores; a sensibilidade do 
cerebro a amonia pode refletir uma deplegao de neuro¬ 
transmissores, assim como alteragoes no balango osmotico 
celular. ■ 

Ao concluir esta discussao a respeito do metabolismo do 
grupo amino, observe que foram descritos diversos proces¬ 
ses que depositam o excesso de amonia na mitocondria dos 
hepatocitos (Figura 18-2). Agora sera estudado o destine 
dessa amonia. 

RESUMO 18.1 Destines metabolicos dos grupos amino 

► Humanos obtem uma pequena fragao de sua energia 
oxidativa a partir do catabolismo dos aminoacidos. Os 
aminoacidos provem da degradagao normal de protei- 
nas celulares (reciclagem), da degradagao de proteinas 
da dieta e da degradagao de proteinas teciduais no lugar 
de outros combustiveis, durante o jejum ou no diabetes 
melito nao controlado. 

► Proteases degradam as proteinas da dieta no estomago 
e no intestine delgado. A maioria das proteases e pri- 
meiramente sintetizada como zimogenios inativos. 

► A primeira etapa no catabolismo dos aminoacidos e 
separar o grupo amino do esqueleto de carbono. Na 
maior parte dos cases, o grupo amino e transferido 
para o a-cetoglutarato, formando glutamato. Essa 
reagao de transaminagao requer a coenzima piridoxal- 
-fosfato. 

► 0 glutamato e transportado a mitocondria hepatica, 
onde a glutamato-desidrogenase libera o grupo amino 
na forma de ion amonio (NH 4 ). A amonia produzida 
em outros tecidos e transportada ao figado como o 
nitrogenio amidico da glutamina ou, no transporte a 
partir do musculo esqueletico, como o grupo amino 
da alanina. 

► 0 piruvato produzido pela desaminagao da alanina no 
figado e convertido em glicose, a qual e transportada de 
volta ao musculo como parte do ciclo da glicose-alanina. 


* N. de T. Outras celulas gliais distintas dos astrocitos sao responsaveis pelo 
isolamento eletrico: oligodendrocitos (no sistema nervoso central) e celulas 
de Schwann (no sistema nervoso periferico). 


18.2 Excre^ao de nitrogenio e ciclo da ureia 

Se nao forem reutilizados para a sintese de novos aminoa¬ 
cidos ou de outros produtos nitrogenados, os grupos ami¬ 
no sao canalizados em um unico produto final de excregao 
(Figura 18-10). A maioria das especies aquaticas, como 
os peixes osseos, e amoniotelica e excreta o nitrogenio 
aminico como amonia. A amonia toxica e simplesmente di- 
luida na agua do ambiente. Os animais terrestres necessi- 
tam de vias para a excregao do nitrogenio que minimizem 
a toxicidade e a perda de agua. A maior parte dos animais 
terrestres e ureotelica e excreta o nitrogenio aminico na 
forma de ureia; aves e repteis sao uricotelicos, excretando 
o nitrogenio aminico como acido urico. (A via de sintese do 
acido urico e descrita na Figura 22-48.) As plantas reciclam 
praticamente todos os grupos amino, e a excregao de ni¬ 
trogenio ocorre apenas em circunstancias muito incomuns. 

Nos organismos ureotelicos, a amonia depositada na mi¬ 
tocondria dos hepatocitos e convertida em ureia no ciclo 
da ureia. Essa via foi descoberta em 1932 por Hans Krebs 
(que mais tarde tambem descobriu o ciclo do acido citrico) 
e seu colaborador Kurt Henseleit, estudante de medicina. A 
produgao de ureia ocorre quase exclusivamente no figado, 
sendo o destino da maior parte da amonia canalizada para 
esse orgao. A ureia passa para a circulagao sanguinea e che- 
ga aos rins, sendo excretada na urina. A produgao de ureia 
e agora o foco desta discussao. 

A ureia e produzida a partir da amonia por meio de cinco 
etapas enzimaticas 

0 ciclo da ureia inicia dentro da mitocondria hepatica, mas 
tres de suas etapas seguintes ocorrem no citosol; o ciclo 
assim abrange dois compartimentos celulares (Figura 18- 
10 ). 0 primeiro grupo amino que entra no ciclo da ureia e 
derivado da amonia na matriz mitocondrial - a maior parte 
desse NH 4 e fornecida pelas vias descritas anteriormente. 
0 figado tambem recebe parte da amonia pela veia porta, 
sendo essa amonia produzida no intestino pela oxidagao 
bacteriana de aminoacidos. Qualquer que seja sua fonte, o 
NH 4 presente na mitocondria hepatica e utilizado imedia- 
tamente, juntamente com o COg (como HCO 3 ) produzido 
pela respiragao mitocondrial, para formar carbamoil-fosfato 
na matriz (Figura 18-1 la; ver tambem Figura 18-10). Essa 
reagao e dependente de ATP, sendo catalisada pela carba- 
moil-fosfato-sintetase I, enzima regulatoria (ver a se- 
guir). A forma mitocondrial da enzima e diferente da forma 


FIGURA 18-10 O ciclo da ureia e as reaves que fornecem grupos 
amino para o ciclo. As enzimas que catalisam essas reaqoes (cujos nomes 
aparecem no texto) estao distribuidas entre a matriz mitocondrial e o citosol. 
Um grupo amino entra no ciclo da ureia como carbamoil-fosfato, formado 
na matriz; o outro entra como aspartato, produzido na matriz pela transami- 
naqao entre oxaloacetato e glutamato, catalisada pela aspartato-aminotrans- 
ferase. 0 ciclo da ureia consiste em quatro passos. O Formaqao de citrulina 
a partir de ornitina e carbamoil-fosfato (entrada do primeiro grupo amino); 
a citrulina passa para o citosol. @ Produgao de arginino-succinato, via um 
intermediario citrulil-AMP (entrada do segundo grupo amino). © Formagao 
da arginina a partir do arginino-succinato; essa reagao libera fumarato, que 
entra no ciclo do acido citrico. O Formagao de ureia; esta reagao tambem 
regenera a ornitina. As vias pelas quais o NH( chega a matriz mitocondrial 
dos hepatocitos foram discutidas na Segao 18.1. 
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citosolica (II), a qual tern uma fungao distinta na biossmte- 
se das pirimidinas (Capitulo 22). 

0 carbamoil-fosfato, que funciona como doador ativado 
de gmpos carbamoila, entra no ciclo da ureia. 0 ciclo tern 
apenas quatro etapas enzimaticas. Primeiro, o carbamoil- 
-fosfato doa sen gmpo carbamoila para a ornitina, formando 
citrulina, com a liberagao de (Figura 18-10, etapa O). A 
reagao e catalisada pela ornitina-transcarbamoilase. A 
ornitina nao e um dos 20 aminoacidos encontrados nas pro- 
teinas, mas e um intermediario-chave no metabolismo do 
nitrogenio. Ela e sintetizada a partir do glutamato, em uma 
via com cinco etapas, descrita no Capitulo 22. A ornitina 
desempenha um papel que se assemelha aquele do oxalo- 
acetato no ciclo do acido citrico, aceitando material a cada 
volta do ciclo da ureia. A citrulina produzida no primeiro 
passo do ciclo da ureia passa da mitocondria para o citosol. 

Os proximos dois passes trazem o segundo grnpo ami¬ 
no. A fonte e o aspartate produzido na mitocondria por 
transaminagao e transportado para o citosol. A reagao de 
condensagao entre o grnpo amino do aspartate e o grnpo 
ureido (carbonila) da citrulina forma arginino-succinato 
(etapa @ na Figura 18-10). Essa reagao citosolica, catali¬ 
sada pela arginino-succinato-sintetase, requer ATP e 
ocorre via um intermediario citrulil-AMP (Figura 18-1 lb). 
0 arginino-succinato e entao clivado pela arginino-succi- 
nase (etapa 0 na Figura 18-10), formando arginina e fuma- 
rato; este ultimo e convertido em malato e a seguir entra na 
mitocondria para unir-se aos intermediaries do ciclo do aci¬ 
do citrico. Esse passo e a unica reagao reversivel do ciclo da 


ureia. Na ultima etapa do ciclo (etapa O), a enzima citoso¬ 
lica arginase diva a arginina, produzindo ureia e ornitina. 
A ornitina e transportada para a mitocondria para iniciar 
outra volta do ciclo da ureia. 

Como foi observado no Capitulo 16, as enzimas de mui- 
tas vias metabolicas encontram-se agrupadas (p. 636), com 
o produto de uma reagao enzimatica sendo canalizado di- 
retamente para a proxima enzima da via. No ciclo da ureia, 
as enzimas mitocondriais e citosolicas parecem estar agru¬ 
padas dessa forma. A citrulina transportada para fora da 
mitocondria nao e dilnida no conjunto geral de metabolites 
no citosol, mas passa diretamente para o sitio ativo da ar¬ 
ginino-succinato-sintetase. Essa canalizagao entre enzimas 
continua para o arginino-succinato, a arginina e a ornitina. 
Apenas a ureia e liberada para o conjunto geral de metabo¬ 
lites no citosol. 

Os ciclos do kido citrico e da ureia podem ser ligados 

Uma vez que o fumarato produzido na reagao da arginino- 
-succinase tambem e um intermediario do ciclo do acido ci¬ 
trico, os ciclos estao, a principle, interconectados - em pro- 
cesso apelidado de “bicicleta de Krebs” (Figura 18-12). 
Contudo, cada ciclo opera independentemente e a comuni- 
cagao entre eles depende do transporte de intermediarios- 
-chave entre a mitocondria e o citosol. Os principals trans- 
portadores na membrana interna da mitocondria incluem 
o transportador malato-a-cetoglutarato, o transportador 
glutamato-aspartato e o transportador glutamato-OH‘. Jun- 
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MECANISMO - FIGURA 18-11 Reaves que captam nitrogenio no ci¬ 
clo da ureia. Os atomos de nitrogenio da ureia sao obtidos por meio de 
duas reapoes que necessitam de ATP (a) Na reagao catalisada pela carba- 
moil-fosfato-sintetase I, entra o primeiro atomo de nitrogenio, sob a forma 
de amonia. Os grupos fosfato terminals de duas moleculas de ATP sao uti- 
lizados para formar uma molecula de carbamoil-fosfato. Em outras pala- 


vras, essa reagao apresenta dois passos de ativagao (O e ®). Mecanismo da 
carbamoil-fosfatosintetase ^ (b) Na reagao catalisada pela arginino-succina¬ 
to-sintetase, o segundo nitrogenio entra no ciclo, a partir do aspartato. A 
ativagao do oxigenio do grupo ureido da citrulina no passo O prepara o 
composto para a adigao do aspartato, no passo 0. ^ Mecanismo da arginino- 
-sucdnato sintetase 
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tos, esses transportadores facilitam o movimento do mala- 
to e do glutamato para dentro da matriz mitocondrial e o 
movimento do aspartato e do a-cetoglutarato para fora da 
mitocondria, rumo ao citosol. 

Diversas enzimas do ciclo do acido citrico, incluindo a 
fumarase (fumarato-hidratase) e a malato-desidrogenase 
Cp. 647), tambem estao presentes como isoenzimas no ci- 
tosoL Nao ha um transportador para levar diretamente o fu- 
marato gerado na smtese de arginina no citosol para a ma¬ 
triz mitocondrial. Contudo, o fumarato pode ser convertido 
em malato no citosol, e depois esses intermediarios podem 
ser metabolizados no citosol on o malato pode ser trans- 
portado para o interior da mitocondria, para utilizagao no 
ciclo do acido citrico. 0 aspartato formado na mitocondria 
por transaminagao entre o oxaloacetato e o glutamato pode 
ser transportado para o citosol, onde atua como doador de 
nitrogenio na reagao do ciclo da ureia catalisada pela ar- 
ginino-succinato-sintetase. Essas reagoes, que constituem 
a langadeira aspartato-arginino-succinato, fornecem 
elos metabolicos entre essas vias separadas, pelos quais os 
grupos amino e os esqueletos de carbono dos aminoacidos 
sao processados. 

0 uso do aspartato como doador de nitrogenio no ciclo 
da ureia pode parecer uma forma relativamente complica- 


da de introduzir o segundo grupo amino na ureia. Contu¬ 
do, sera visto no Capitulo 22 que essa via para a incorpo- 
ragao do nitrogenio e uma das duas formas mais comuns 
de introduzir grupos amino na biossintese de moleculas 
que os contenham. No ciclo da ureia, outras intercone- 
xoes entre vias podem ajudar a explicar a razao pela qual 
o aspartato e utilizado como doador de nitrogenio. Os ci- 
clos da ureia e do acido citrico estao fortemente unidos 
a um processo adicional, que traz o NADH na forma de 
equivalentes redutores para dentro da mitocondria. Como 
detalhado no proximo capitulo, o NADH produzido pela 
glicolise, pela oxidagao de acidos graxos e em outros pro¬ 
cesses nao pode ser transportado atraves da membrana 
mitocondrial interna. Contudo, equivalentes redutores 
podem entrar na mitocondria pela conversao de aspartato 
em oxaloacetato no citosol e utilizando o NADH para re- 
duzir o oxaloacetato a malato, o qual e entao transportado 
para a matriz mitocondrial via transportador malato-a- 
-cetoglutarato. Uma vez dentro da mitocondria, o malato 
pode ser convertido novamente em oxaloacetato, ao mes- 
mo tempo em que gera NADH. 0 oxaloacetato e conver¬ 
tido em aspartato na matriz e transportado para fora da 
mitocondria pelo transportador aspartato-glutamato. Essa 
langadeira de eletrons malato-aspartato completa novo ci- 



FIGURA 18-12 Vmculos entre o ciclo da ureia e o ciclo do acido ci- 
trico. Esses dois ciclos interconectados tern sido denominados "bicicleta 
de Krebs". As vias que unem o ciclo do acido citrico ao ciclo da ureia sao 
conhecidas como lanqadeira do aspartato-arginino-succinato; elas unem 
efetivamente os destinos dos grupos amino e dos esqueletos de carbono 
dos aminoacidos. As interconexdes sao bastante elaboradas. Por exempio, 
algumas enzimas do ciclo do acido citrico, como a fumarase e a malato- 
-desidrogenase, apresentam isoenzimas citosolicas e mitocondriais. 0 fu¬ 


marato produzido no citosol, seja no ciclo da ureia, na biossintese de pu- 
rinas ou em outros processos, pode ser convertido em malato citosolico, 
utilizado no citosol ou transportado para a mitocondria para entrar no ciclo 
do acido citrico. Esses processos sao ainda interligados com a langadeira do 
malato-aspartato, conjunto de reagoes que traz equivalentes redutores para 
a mitocondria (ver tambem Eigura 19-31). Esses diferentes ciclos ou proces¬ 
sos contam com um numero limitado de transportadores na membrana 
mitocondrial interna. 


708 DAVID L. NELSON & MICHAEL M. COX 


do, que funciona mantendo a mitocondria com suprimen- 
to de NADH (ver Figura 19-31). 

Esses processos exigem que as concentragoes de glu¬ 
tamate e aspartate sejam mantidas em equilibrio no cito- 
sol. A enzima que transfere grupos amino entre esses dois 
aminoacidos-chave e a aspartato-aminotransferase, AST 
(tambem chamada transaminase glutamico-oxalacetica, 
TGO). Essa enzima esta entre as mais ativas enzimas nos 
hepatocitos e em outros tecidos. Quando ocorre lesao te- 
cidual, essa enzima (cuja atividade e facilmente mensura- 
vel) e outras vazam para a circulagao sanguinea. Assim, 
a avaliagao dos niveis sanguineos de enzimas hepaticas e 
importante para o diagnostico de varias condigoes medi- 
cas (Quadro 18-1). 

A atividade do cicio da ureia e regulada em dois niveis 

0 fluxo de nitrogenio no cicio da ureia em determinado 
animal varia com a dieta. Quando a ingestao dietetica e 
basicamente proteica, os esqueletos de carbono dos ami- 
noacidos sao utilizados como combustivel, produzindo 
muita ureia a partir dos grupos amino excedentes. Duran¬ 
te o jejum prolongado, quando a degradagao de proteina 
muscular comega a suprir boa parte da energia metaboli- 
ca do organismo, a produgao de ureia tambem aumenta 
significativamente. 

Essas alteragoes de demanda com relagao a ativida¬ 
de do cicio da ureia sao realizadas, a longo prazo, pela 
regulagao das velocidades de sintese das quatro enzimas 
do cicio da ureia e da carbamoil-fosfato-sintetase I, no fi- 
gado. Essas cinco enzimas sao sintetizadas em taxas mais 
altas em animais em jejum e em animais com dietas de 
alto conteudo proteico, em comparagao a animais alimen- 
tados cujas dietas contenham principalmente carboidra- 


tos e gorduras. Animais com dietas desprovidas de pro- 
teinas produzem niveis mais baixos das enzimas do cicio 
da ureia. 

Em uma escala de tempo mais curta, a regulagao alos- 
terica de pelo menos uma enzima-chave ajusta o fluxo pelo 
cicio da ureia. A primeira enzima da via, a carbamoil-fos¬ 
fato-sintetase I, e ativada alostericamente por A/'-acetil- 
-glutamato, sintetizado a partir de acetil-CoA e glutamate 
pela A/^-acetil-glutamato-sintase (Figura 18-13). Em 
vegetais e microrganismos, essa enzima catalisa a primeira 
etapa na sintese de novo de arginina a partir do glutamate 
(ver Figura 22-12), mas, nos mamiferos, a atividade da 
-acetil-glutamato-sintase no figado exerce fungao puramen- 
te reguladora (os mamiferos nao tern as demais enzimas 
necessarias para a conversao de glutamate em arginina). 
Os niveis estacionarios de A-acetil-glutamato sao determi- 
nados pelas concentragoes de glutamate e acetil-CoA (os 
substrates da A-acetil-glutamato-sintase) e arginina (ativa- 
dor da A-acetil-glutamato-sintase e, portanto, ativador do 
cicio da ureia). 

A interconexao de vias reduz o custo energetico da 
sintese da ureia 

Analisando o cicio da ureia isoladamente, percebe-se que a 
sintese de uma molecula de ureia requer a hidrolise de qua¬ 
tro ligagoes fosfato ricas em energia (Figura 18-10). Duas 
moleculas de ATP sao necessarias na formagao do carba- 
moil-fosfato e um ATP para produzir arginino-succinato - 
este ultimo ATP sendo clivado em AMP e PP^, que e hidroli- 
sado em 2 P.. A equagao geral do cicio da ureia e 

2 NH; + HCO" + 3 ATP'‘“ + HgO ^ 

ureia + 2 ADP®“ + 4 Pf“ + AMP""' + 2 


MEDICINA 


Ensaios para avaliar lesao tecidual 


A analise de certas atividades enzimaticas no soro san- 
guineo fornece informagoes valiosas para o diagnostico 
de diversas condigoes patologicas. 

A alanina-aminotransferase (ALT; tambem denomina- 
da transaminase glutamico-piruvica, TOP) e a aspartato- 
-aminotransferase (AST; tambem denominada transami¬ 
nase glutamico-oxaloacetica, TGO) sao importantes para 
o diagnostico de lesoes cardiacas ou hepaticas causadas 
por infarto do miocardio, toxicidade por drogas ou infec- 
goes. Apos um infarto, varias enzimas, incluindo essas 
transaminases, “vazam” das celulas cardiacas lesionadas 
para a corrente sanguinea. Medidas das atividades seri- 
cas dessas duas transaminases pelos testes STOP e STGO 
(S de soro), e de outra enzima, a creatina-cinase, pelo 
teste SCK, podem fornecer informagoes sobre a gravida- 
de da lesao. A creatina-cinase e a primeira enzima car- 
diaca a aparecer no sangue apos um infarto; ela tambem 
desaparece rapidamente do sangue. A TGO e a proxima 


a surgir e a TGP aumenta posteriormente. A lactato- 
-desidrogenase tambem pode vazar do musculo cardiaco 
lesionado ou anaerobio. 

Esses testes (STOP e STGO) de avaliagao das ati¬ 
vidades das transaminases no soro tambem sao impor¬ 
tantes em medicina ocupacional, para se determinar se 
pessoas expostas a tetracloreto de carbono, cloroformio 
ou outros solventes industriais sofreram lesao hepatica. 
A degeneragao hepatica causada por esses solventes e 
acompanhada pelo surgimento de varias atividades en¬ 
zimaticas no sangue, originarias dos hepatocitos lesiona- 
dos. As aminotransferases sao muito uteis no monitora- 
mento de pessoas expostas a essas substancias quimicas, 
pois essas atividades enzimaticas sao altas no figado e, 
assim sendo, provavelmente estarao entre as proteinas 
liberadas dos hepatocitos lesionados; alem disso, elas 
podem ser detectadas no sangue em quantidades muito 
pequenas. 
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FIGURA18-13 Smtese de A/-acetilglutamato e ativa^ao da carbamoil- 
-fosfato-sintetase I por esse composto. 


Contudo, esse aparente custo e reduzido pelas intercone- 
xoes detalhadas acima. 0 fumarato, gerado pelo ciclo da 
ureia, e convertido em malato e este transportado para 
dentro da mitocondria (Figura 18-12). Dentro da matriz 
mitocondrial, NADH e gerado na reagao da malato desidro- 
genase. Cada molecula de NADH pode gerar ate 2,5 ATP 
durante a respiragao mitocondrial (Capitulo 19), reduzindo 
muito o custo energetico geral da smtese de ureia. 

Defeitos geneticos do ciclo da ureia podem serfatais 

Pessoas com defeitos geneticos em qualquer das enzi- 
mas envoMdas na formagao de ureia nao toleram die- 
tas ricas em proteina. Os aminoacidos ingeridos em exces- 
so, alem das necessidades minimas diarias para a smtese 
proteica, sao desaminados no figado, produzindo amonia li- 
vre, que nao pode ser convertida em ureia para ser exporta- 
da para a corrente sanguinea e, como ja foi frisado, a amo¬ 
nia e altamente toxica. A ausencia de uma enzima do ciclo 
da ureia pode resultar em hiperamonemia ou no aumento 
de um ou mais intermediarios do ciclo da ureia, dependen- 
do da enzima que estiver faltando. Uma vez que a maioria 
das etapas do ciclo da ureia e irreversivel, a ausencia de 
uma atividade enzimatica frequentemente pode ser identifi- 
cada pela determinagao de qual intermediario do ciclo esta 
presente em concentragoes especialmente altas no sangue 



e/ou na urina. Embora a degradagao dos aminoacidos possa 
apresentar serios problemas para a saude das pessoas com 
deficiencias no ciclo da ureia, uma dieta desprovida de pro- 
teinas nao e uma opgao de tratamento. Humanos sao inca- 
pazes de sintetizar metade dos vinte aminoacidos proteicos, 
e esses aminoacidos essenciais (Tabela 18-1) devem es- 
tar presentes na dieta. 

Uma variedade de tratamentos e disponibilizada para 
pessoas com defeitos no ciclo da ureia. A administragao cui- 
dadosa na dieta dos acidos aromaticos benzoato ou fenilbu- 
tirato pode ajudar a diminuir os niveis de amonia no sangue. 
0 benzoato e convertido em benzoil-CoA, que se combina 
com a glicina, formando hipurato (Figura 18-14, a esquer- 
da). A glicina utilizada nessa reagao deve ser regenerada, 
e a amonia e captada pela reagao da glicina-sintase. 0 fe- 
nilbutirato e convertido em fenilacetato pela j8-oxidagao. 0 
fenilacetato e entao convertido em fenilacetil-CoA, que se 
combina com a glutamina, formando fenilacetilglutamina 
(Figura 18-14, a direita). A resultante remogao de glutami¬ 
na desencadeia um aumento em sua smtese pela glutamina- 
-sintetase (ver Equagao 22-1), em uma reagao que capta 
amonia. Tanto o hipurato quanto a fenilacetilglutamina sao 
compostos nao toxicos e sao excretados na urina. As vias 
mostradas na Figura 18-14 constituem apenas contribui- 
goes secundarias ao metabolismo normal, mas tornam-se 
proeminentes quando acidos aromaticos sao ingeridos. 

Outras terapias sao mais especificas para determinada 
deficiencia enzimatica. A deficiencia de A^-acetilglutamato- 
-sintase resulta na ausencia do ativador normal para a car- 
bamoil-fosfato-sintetase I (Figura 18-13). Essa condigao 
pode ser tratada pela administragao de carbamoil-glutama- 
to, um analogo do A^-acetilglutamato, que ativa efetivamen- 
te a carbamoil-fosfato-sintetase I. 


TABELA 18-1 


Aminoacidos essenciais e nao essenciais para humanos e 
para ratos albinos 


Nao essenciais 

Essenciais condicionais^ 

Essenciais 

Alanina 

Arginina 

Histidina 

Asparagina 

Cistema 

Isoleucina 

Aspartato 

Glutamina 

Leucina 

Glutamato 

Glicina 

Lisina 

Serina 

Prolina 

Metionina 


Tirosina 

Fenilalanina 

Treonina 

Triptofano 

Valina 


*NecessMos em certo grau para animais jovens em crescimento e/ou durante 
certas patologias. 
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1 FIGURA 18-14 Tratamento para deficiencias em enzimas do 
^ cicio da ureia. Os acidos aromaticos benzoico e fenilbutirico, admi- 
nistrados na dieta, sao metabolizados e se combinam com a glicina e 
com a glutamina, respectivamente. Os produtos sao excretados na urina. A 
sintese subsequente de glicina e de glutamina para repor esses intermedia¬ 
ries remove a amonia da corrente sanguinea. 


RESUM018.2 Excre^ao de nitrogenio e 0 cicio da ureia 

► A amonia e altamente toxica para os tecidos animais. No 
cicio da ureia, a ornitina combina-se com a amonia, na 
forma de carbamoil-fosfato, para formar citrulina. Um 
segundo grupo amino e transferido para a citrulina a 
partir do aspartate, para formar arginina - o precursor 
imediato da ureia. A arginase catalisa a hidrolise da argi¬ 
nina em ureia e ornitina; assim, a ornitina e regenerada 
a cada volta do cicio. 

► 0 cicio da ureia resulta na conversao liquida de oxalo- 
acetato em fumarato, ambos intermediaries do cicio do 
acido citrico. Desse mode, os dois ciclos estao interco- 
nectados. 

► A atividade do cicio da ureia e regulada no nivel de sin- 
tese de suas enzimas e por regulagao alosterica da enzi¬ 
ma que catalisa a formagao de carbamoil-fosfato. 


18.3 Vias da degrada^ao dos aminoacidos 

As vias do catabolismo dos aminoacidos, em conjunto, re- 
presentam normalmente apenas 10 a 15% da produgao de 
energia no organismo humane; essas vias sao bem menos 
ativas que a glicolise e a oxidagao dos acidos graxos. 0 fluxo 
ao longo das vias catabolicas tambem varia muito, depen- 
dendo do equilibrio entre as necessidades para processes 
biossinteticos e a disponibilidade de determinado aminoa- 
cido. As 20 vias catabolicas convergem para formar apenas 
seis produtos principais, os quais podem entrar no cicio do 
acido citrico (Figura 18-15). Desse ponto, os esqueletos 
de carbono tomam vias distintas, sendo direcionados para a 
gliconeogenese ou para a cetogenese, ou oxidados comple- 
tamente a COg e HgO. 

Sete dos aminoacidos podem ter sens esqueletos de car¬ 
bono, total ou parcialmente, degradados para produzir ace- 
til-CoA. Cinco aminoacidos sao convertidos em a-cetoglu- 
tarato, quatro em succinil-CoA, dois em fumarato e dois em 
oxaloacetato. Seis aminoacidos tern seu esqueleto carbona¬ 
do, total ou parcialmente, convertido em piruvato, o qual 
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FIGURA18-15 Resumo do catabolismodosaminoacidos. Osaminoa- 
cidos estao agrupados conforme seu principal produto final de degradapao. 
Alguns aminoacidos estao listados mais de uma vez, pois diferentes partes 
de seus esqueletos de carbono sao degradadas em diferentes produtos fi- 
nais. A figura mostra as vias catabolicas mais importantes em vertebrados; 
ha, contudo, variapoes menores entre diferentes especies de vertebrados. A 
treonina, por exempio, e degradada por no minimo duas vias diferentes (ver 

pode ser transformado em acetil-CoA ou em oxaloacetato. 
Posteriormente, serao resumidas as vias individuais para os 
20 aminoacidos em diagramas de fluxo, cada um levando 
a um ponto especifico de entrada no ciclo do acido citri- 
co. Nesses diagramas, os atomos de carbono que entram 
no ciclo do acido citrico sao mostrados coloridos. Observe 
que alguns aminoacidos aparecem mais de uma vez, refle- 
tindo diferentes destines para diferentes partes de seus es¬ 
queletos de carbono. Em vez de examinar cada etapa de 
cada via no catabolismo dos aminoacidos, serao destacadas 
para uma discussao especial algumas reagoes enzimaticas 
de relevancia particular, devido a seus mecanismos ou seu 
significado medico. 

Alguns aminoacidos sao convertidos em glicose, outros 
em corpos cetonicos 

Os sete aminoacidos inteira ou parcialmente degradados 
em acetoacetil-CoA e/ou acetil-CoA - fenilalanina, tirosina, 
isoleucina, leucina, triptofano, treonina e lisina - podem 
produzir corpos cetonicos no figado, onde a acetoacetil- 


Figuras 18-19 e 18-27), e a importancia de determinada via pode variar com 
o organismo e as condipoes metabolicas. Aminoacidos glicogenicos e ceto¬ 
genicos tambem estao delineados na figura, sombreados em cores. Observe 
que cinco aminoacidos sao tanto glicogenicos quanto cetogenicos. Os ami¬ 
noacidos que produzem piruvato tambem sao potencialmente cetogenicos. 
Apenas dois aminoacidos, lisina e leucina, sao exclusivamente cetogenicos. 


-CoA e convertida em acetoacetato e, entao, em acetona e 
j8-hidroxibutirato (ver Figura 17-19). Esses sao aminoaci¬ 
dos cetogenicos (Figura 18-15). Sua capacidade de pro¬ 
duzir corpos cetonicos e especialmente evidente no diabe¬ 
tes melito nao controlado, quando o figado produz grandes 
quantidades de corpos cetonicos a partir de acidos graxos e 
de aminoacidos cetogenicos. 

Os aminoacidos degradados em piruvato, a-cetoglu- 
tarato, succinil-CoA, fumarato e/ou oxaloacetato podem 
ser convertidos em glicose e glicogenio pelas vias des- 
critas nos Capitulos 14 e 15. Esses sao aminoacidos gli¬ 
cogenicos. Aminoacidos glicogenicos e cetogenicos nao 
sao excludentes entre si; cinco aminoacidos - triptofano, 
fenilalanina, tirosina, treonina e isoleucina - sao tanto 
cetogenicos quanto glicogenicos. 0 catabolismo dos ami¬ 
noacidos e especialmente critico para a sobrevivencia de 
animals em dietas ricas em proteina ou durante o jejum. 
A leucina e um aminoacido exclusivamente cetogenico, 
muito comum em proteinas. Sua degradagao contribui 
substancialmente para a cetose em condigoes de jejum 
prolongado. 
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Diversos cofatores enzimaticos desempenham papeis 
importantes no catabolismo dos aminoacidos 

Uma variedade de rearranjos qmmicos interessantes ocor- 
rem nas vias catabolicas dos aminoacidos. Sera util comegar 
o estudo dessas vias observando classes de reagoes recor- 
rentes e apresentar seus cofatores enzimaticos. Ja foi abor- 
dada uma importante classe: as reagoes de transaminagao 
que necessitam de pirodoxal-fosfato. Outro tipo comum de 
reagao que ocorre no catabolismo dos aminoacidos sao as 
transferencias de grupos de um carbono, as quais, em geral, 
envolvem um de tres possiveis cofatores: a biotina, o tetra- 
-hidrofolato ou a S'-adenosilmetionina (Figura 18-16). Es¬ 
ses cofatores transferem grupos de um carbono em dife- 
rentes estados de oxidagao: a biotina transfere grupos de 
um carbono em seu estado mais oxidado, COg (ver Figura 
14-19); o tetra-hidrofolato transfere grupos de um carbono 
em estados intermediarios de oxidagao e, algumas vezes, 
como grupos metila; e a S'-adenosilmetionina transfere gru¬ 
pos metila, o estado mais reduzido do carbono. Os ultimos 
dois cofatores sao especialmente importantes para o meta- 
bolismo dos aminoacidos e dos nucleotideos. 

A molecula do tetra-hidrofolato (H 4 -folato), sinteti- 
zada em bacterias, consiste em tres porgoes: pterina subs- 
tituida C6-metilpterina), p-aminobenzoato e glutamate (Fi¬ 
gura 18-16). 


Pterina 

A forma oxidada, o folato, e uma vitamina para os mamife- 
ros, sendo convertida, por meio de duas etapas, em tetrai- 
drofolato, pela agao da enzima di-hidrofolato-redutase. 0 
grupo de um carbono a ser transferido, em qualquer dos tres 
estados possiveis de oxidagao, e esta ligado ao N-5, ou ao 
N-10 ou a ambos. A forma mais reduzida do cofator carrega 
um grupo metila, uma forma mais oxidada carrega um grupo 


metileno e a forma ainda mais oxidada carrega um grupo 
metenila, formila ou formimino (Figura 18-17). As formas 
de tetra-hidrofolato sao, em sua maioria, interconversiveis, 
funcionando como doadores de unidades de um carbono em 
uma grande variedade de reagoes metabolicas. A fonte prin¬ 
cipal de unidades de um carbono para o tetra-hidrofolato e 
0 carbono removido da serina, em sua conversao em glicina, 
pro duzindo N^, ^-metileno tetra-hidrofolato. 

Embora o tetra-hidrofolato possa carregar um grupo me¬ 
tila em seu N-5, o potencial de transference desse grupo me¬ 
tila e insuficiente para a maioria das reagoes biossinteticas. 
A iS'-adenosilmetionina (adoMet) e o cofator preferido 
para transferencias biologicas do grupo metila. Esse cofator 
e sintetizado a partir do ATP e da metionina na reagao cata- 
lisada pela metionina-adenosil-transferase (Figura 18- 
18, etapa O). Essa reagao e incomum, pelo fato de o atomo 
de enxofre nucleofilico da metionina atacar o carbono 5' da 
ribose do ATP, em vez de atacar um dos atomos de fosforo. 0 
trifosfato e liberado e clivado em P^ e PP^ pela enzima e o PP^ 
e hidrolisado pela pirofosfatase inorganica. Desse modo, tres 
ligagoes sao quebradas nessa reagao, incluindo duas ligagoes 
de alta energia de grupos fosfato. A unica outra reagao co- 
nhecida na qual o trifosfato e deslocado do ATP ocorre na 
sintese da coenzima Quadro 17-2, Figura 3). 

A A-adenosilmetionina e um potente agente alquilante, 
em virtude de seu ion sulfonio desestabilizado. 0 grupo me¬ 
tila esta sujeito ao ataque de nucleofilos, sendo cerca de 
1.000 vezes mais reativo que o grupo metila do A^-metilte- 
tra-hidrofolato. 

A transferencia do grupo metila da A-adenosilmetionina 
para um aceptor produz A-adenosil-homocisteina (Figu¬ 
ra 18-18, etapa @), posteriormente degradada em homo- 
cisteina e adenosina (etapa 0 ) . A metionina e regenerada 
pela transferencia de um grupo metila para a homocisteina, 
em reagao catalisada pela metionina-sintase (etapa O), e a 
metionina e novamente convertida em A-adenosilmetionina 
para completar um ciclo de ativagao da metila. 

Uma forma de metionina-sintase comum em bacterias 
utiliza A^^-metiltetra-hidrofolato como doador da metila. 
Outra forma dessa enzima, presente em algumas bacterias 
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FIGURA 18-16 Alguns cofatores enzimaticos importantes em reagoes grupos de um carbono sao ligados ao tetra-hidrofolato estao mostrados em 
de transferencia de um carbono. Os atomos de nitrogenio aos quais os azul. 
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FIGURA 18-17 Conversoes de unidades de um carbono ligadas ao 
tetra-hidrofolato. As diferentes especies moleculares estao agrupadas de 
acordo com seu estado de oxidapao, com as mais reduzidas na parte superior 
e as mais oxidadas na parte inferior da figura.Todas as especies dentro de um 
unico quadro sombreado estao no mesmo estado de oxidapao. A conversao 
de A/^,A/''^-metilenotetra-hidrofolato em A/^-metiltetra-hidrofolato e efetiva- 
mente irreversivel. A transferencia enzimatica de grupos formila, como na 
sintese das purinas (ver Figura 22-35) e na formapao de formilmetionina nas 


bacterias (Capitulo 27), geralmente utiliza A/"^-formiltetra-hidrofolato, em vez 
de A/Vormiltetra-hidrofolato. Este ultimo e significativamente mais estavel 
e, portanto, um doador menos eficiente de grupos formila. 0 A/Vormiltetra- 
-hidrofolato e um produto colateral na reapao da ciclo-hidrolase e tambem 
pode se formar espontaneamente. A conversao de A/Vormiltetra-hidrofolato 
em A/^,A/'^-meteniltetra-hidrofolato requer ATP, pois de outra forma o equi- 
librio dessa reapao seria desfavoravel. Observe que o A/Vormiminotetra- 
-hidrofolato e derivado da histidina, em uma via mostrada na Figura 18-26. 


e nos mamiferos, utiliza Af^-metiltetra-hidrofolato, porem o 
gmpo metila e inicialmente transferido para a cobalamina, 
derivada da vitamina formando metilcobalamina, usada 
como doadora da metila para a formagao da metionina. Essa 
reagao e o rearranjo da L-metilmalonil-CoA para produzir 


succinil-CoA (ver Quadro 17-2, Figura Q-la) sao as duas 
unicas reagoes conhecidas que sao dependentes da coenzi- 


ma B ^2 mamiferos. 


T 


As vitaminas B^g ^ folato estao fortemente relaciona- 
das nessas vias metabolicas. A doenga causada por 
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FIGURA 18-18 Smtese de metionina e de 5-adenosilmetionina em 
um cicio de ativa^ao de grupo metila. Os passes sao descritos no tex- 
to. Na reapao da metionina-sintase (etapa O), o grupo metila e transferido 
para a cobalamina, formando metilcobalamina, que, por sua vez, e doador da 
metila na formaqao da metionina. A S-adenosilmetionina, que apresenta um 


enxofre carregado positivamente (sendo, portanto, um ion sulfonio), e um 
poderoso agente metilante em diversas reaqoes biossinteticas. 0 aceptor do 
grupo metila (etapa 0) e designado R. 


deficiencia de vitamina ^ anemia perniciosa, e rara, 
sendo observada apenas em pessoas com defeitos nas vias 
para absorgao intestinal dessa vitamina (ver Quadro 17-2) 
on em vegetarianos estritos (a vitamina presen¬ 

te em plantas). A doenga progride vagarosamente, pois 
apenas quantidades pequenas de vitamina B^g sao necessa- 
rias e os depositos normais dessa vitamina no figado podem 
durar de tres a cinco anos. Os sintomas incluem, alem da 
anemia, varies disturbios neurologicos. 

A anemia pode ser seguida ate a reagao da metionina- 
-sintase. Como ja mencionado, o grupo metila da metilco¬ 
balamina origina-se do A^^-metiltetra-hidrofolato e essa e a 
unica reagao que utiliza A^^-metiltetra-hidrofolato nos ma- 
miferos. A reagao que converte a forma A^^,A/'^^-metileno na 
forma A^^-metila do tetra-hidrofolato e irreversivel (Figura 
18-17). Assim sendo, se a coenzima B^g estiver disponi- 
vel para a smtese de metilcobalamina, o folato metabolico e 
mantido na forma A^^-metila. A anemia associada com a defi¬ 
ciencia de vitamina B^g ^ denominada anemia megaloblas- 
tica. Suas manifestagoes incluem uma redugao na produgao 
de eritrocitos (as celulas vermelhas do sangue) maduros 
e 0 aparecimento, na medula ossea, de celulas precurso- 
ras imaturas, os megaloblastos. Os eritrocitos normais 
sao gradualmente substituidos, no sangue, por um numero 
menor de eritrocitos anormalmente grandes, denominados 
macrocitos. 0 defeito no desenvolvimento eritrocitario e 
consequencia direta da deplegao de A^^,A'^^-metilenotetra- 
-hidrofolato, necessario para a smtese de nucleotideos da 


timidina, utilizados na smtese de DNA (ver Capitulo 22). A 
deficiencia de folato, na qual todas as formas de tetra-hidro¬ 
folato estao depletadas, tambem leva a anemia, basicamente 
pelas mesmas razoes. Os sintomas da anemia pela deficien¬ 
cia de vitamina B^g Podem ser atenuados pela administragao 
tanto de vitamina B^g quanto de folato. 

E perigoso, contudo, tratar a anemia perniciosa com a 
suplementagao de folato apenas, pois os sintomas neuro¬ 
logicos da deficiencia de vitamina B^g progredirao. Esses 
sintomas nao surgem da deficiencia na reagao da metioni¬ 
na-sintase. 0 prejuizo na atividade da metilmalonil-CoA- 
-mutase (ver Quadro 17-2 e Figura 17-12) causa acumulo 
de acidos graxos incomuns, com numero impar de carbo- 
nos, nas membranas neuronais. Portanto, a anemia asso¬ 
ciada com a deficiencia de folato e frequentemente tratada 
com a administragao de ambos, folato e vitamina B^g, ao 
menos ate que a origem metabolica da anemia esteja cla- 
ramente definida. 0 diagnostico precoce de deficiencia de 
vitamina B^g e importante, pois algumas condigoes neurolo- 
gicas a ela associadas podem ser irreversiveis. 

A deficiencia de folato tambem diminui a disponibilida- 
de de A^^-metiltetra-hidrofolato, necessario para a fungao 
da metionina-sintase. Isso leva a um aumento nos niveis de 
homocisteina no sangue, condigao relacionada com doenga 
cardiaca, hipertensao e acidente vascular cerebral. Niveis 
elevados de homocisteina podem ser responsaveis por 10% 
de todos os casos de doenga cardiaca. Essa condigao e tra¬ 
tada com suplementagao com folato. ■ 
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A tetra-hidrobiopterina, outro cofator utilizado no ca- 
tabolismo dos aminoacidos, e semelhante a porgao pterina 
do tetra-hidrofolato, mas nao esta envolvida em reagoes de 
transferencia de grupos de um carbono e, sim, em reagoes 
de oxidagao. Sen modo de agao sera abordado quando for 
discutida a degradagao da fenilalanina (ver Figura 18-24). 

Seis aminoacidos sao degradados ate piruvato 

Os esqueletos de carbono de seis aminoacidos sao conver- 
tidos, total on parcialmente, em piruvato. 0 piruvato pode 
entao ser convertido em acetil-CoA e, por fim, oxidado via 
ciclo do acido citrico on ser convertido em oxaloacetato e 
encaminhado para a gliconeogenese. Os seis aminoacidos 
sao a alanina, o triptofano, a cisteina, a serina, a glicina e 
a treonina (Figura 18-19). A alanina produz piruvato di- 
retamente, por transaminagao com o a-cetoglutarato, e a 
cadeia lateral do triptofano e clivada, produzindo alanina 
e, portanto, piruvato. A cisteina e convertida em piruvato 
por meio de duas etapas; inicialmente e removido o atomo 
de enxofre e a seguir ocorre uma transaminagao. A serina 
e convertida em piruvato pela serina-desidratase. Tanto o 


grupo hidroxila do carbono j 8 quanto o grupo a-amino da 
serina sao removidos nessa unica reagao, que e dependente 
de piridoxal-fosfato (Figura 18-20a). 

A glicina pode ser degrada por meio de tres vias, ape- 
nas uma delas produzindo piruvato. A glicina e convertida 
em serina pela adigao enzimatica de um grupo hidroximeti- 
la (Figuras 18-19 e 18-20b). Essa reagao, catalisada pela se- 
rina-hidroximetil-transferase, requer as coenzimas te¬ 
tra-hidrofolato e piridoxal-fosfato. A serina e convertida em 
piruvato, como descrito anteriormente. Na segunda via, que 
predomina nos animals, a glicina sofre clivagem oxidativa, 
produzindo COg, NH 4 e um grupo metileno (—CH 2 —) (Fi¬ 
guras 18-19 e 18-20c). Essa reagao, facilmente reversivel, 
catalisada pela enzima de clivagem da glicina (tambem 
denominada glicina-sintase), tambem requer tetra-hidrofo¬ 
lato, que recebe o grupo metileno. Nessa via de clivagem 
oxidativa, os dois atomos de carbono da glicina nao entram 
no ciclo do acido citrico. Um carbono e perdido como COg e 
o outro se torna o grupo metileno do N^, A/'^^-metilenotetra- 
-hidrofolato (Figura 18-17), doador de grupos de um carbo¬ 
no em certas vias biossinteticas. 


FIGURA 18-19 Vias catabolicas para alanina, glicina, serina, 
cistema, triptofano e treonina. 0 destine do grupo indol do 
triptofano e mostrado na Figura 18-21. Detalhes da maioria das 
reagoes envolvendo a serina e a glicina sao mostrados na Figura 
18-20. As vias aqui mostradas para a degradagao da treonina sao 
responsaveis por apenas cerca de um tergo do catabolismo da 
treonina (para a via alternativa, ver Figura 18-27). Diversas vias de 
degradagao da cisteina levam ao piruvato. 0 enxofre da cisteina 
pode ter diversos destines alternatives, um dos quais esta mos¬ 
trado na Figura 22-17. Os atomos de carbono nesta figura e nas 
seguintes sao mostrados em um codigo de cores, para permitir 
acompanhar seus destines. 
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MEGANISMO - FIGURA18-20 Intera^es entre os cofatores piridoxal- 
-fosfato e tetra-hidrofolato no metabolismo da serina e da gfici- 

na. A primeira etapa em cada uma dessas reapoes (nao mostrado) envolve 
a formapao de uma ligapao covalente imina entre o PLP ligado a enzima e 
o aminoacido substrate da reapao - serina em (a), glicina em (b) e (c). (a) 
Uma eliminapao de agua catalisada pelo PLP na reapao da serina-desidratase 
(etapa O) inicia a via para o piruvato. (b) Na reapao da serina-hidroximetil- 
-transferase, um carbanion estabilizado pelo PLP (produto da etapa O) e um 
intermediario-chave na transferencia reversivel do grupo metileno (como 


-CH 2 -OH) do /\/^,/\/''^-metilenotetra-hidrofolato, para formar serina. (c) A en¬ 
zima de clivagem da glicina e um complexo multienzimatico, contendo os 
componentes P, H,Te L. A reapao geral, que e reversivel, converte glicina em 
CO 2 e NH 4 , sendo o segundo carbono da glicina captado pelo tetra-hidro¬ 
folato para formar /V^^/V^^-metilenotetra-hidrofolato. 0 piridoxal-fosfato ativa 
o carbono a do aminoacido em estagios criticos em todas essas reapoes, 
e o tetra-hidrofolato carrega unidades de um carbono em duas delas (ver 
Figuras 18-6 e 18-17). 
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Essa segunda via de degradagao da glicina parece ser 
essencial para os mamiferos. Seres humanos com defei- 
tos graves envolvendo a atividade da enzima de clivagem da 
glicina sofrem de uma condigao conhecida como hiperglice- 
mia nao cetotica. Essa condigao se caracteriza por niveis seri- 
cos elevados de glicina, levando a graves deficiencias mentais 
e morte no inicio da infancia. Em niveis elevados, a glicina e 
um neurotransmissor inibitorio, o que pode explicar os efei- 
tos neurologicos da doenga. Muitos defeitos geneticos do me- 
tabolismo dos aminoacidos foram identificados em humanos 
(Tabela 18-2) e, ao longo deste capitulo, outros serao encon- 
trados. ■ 

Na terceira e ultima via de degradagao da glicina, a 
molecula nao quiral da glicina e substrate para a enzima d- 
-aminoacido-oxidase. A glicina e convertida em glioxilato, 
substrate alternative para a lactato-desidrogenase hepatica 
Cp. 563). 0 glioxilato e oxidado produzindo oxalato, em rea- 
gao dependente de NAD^: 


NHg 
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CH2 
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coo- 


02 
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Jl 
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Jl , 
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II 

CH 

I 

COO- 

Glioxilato 


NAD^ 


NADH 


COO“ 

I 

COO“ 

Oxalato 


Acredita-se que a principal fungao da D-aminoacido- 
-oxidase, presente em niveis elevados nos rins, seja a 
destoxificagao de D-aminoacidos ingeridos, derivados das 
paredes celulares bacterianas e de alimentos grelhados 
(temperaturas elevadas causam racemizagao espontanea 
de L-aminoacidos presentes nas proteinas). 0 oxalato, seja 
obtido a partir da dieta ou produzido enzimaticamente nos 


rins, tern importancia medica. Cristais de oxalato de calcio 
representam ate 75% de todos os calculos renais. ■ 

Ha duas vias significativas para a degradagao da treoni- 
na. Uma via leva a produgao de piruvato via glicina (Figura 
18-19). A conversao em glicina ocorre em duas etapas, com 
a treonina sendo convertida em 2-amino-3-cetobutirato, 
pela agao da treonina-desidrogenase. Essa e uma rota de im¬ 
portancia relativamente menor em humanos, representando 
10 a 30% do catabolismo da treonina, porem mais importan- 
te em outros mamiferos. Em humanos, a rota principal leva 
a produgao de succinil-CoA, sendo descrita posteriormente. 

Em laboratorio, a serina-hidroximetil-transferase catali- 
sa a conversao de treonina em glicina e acetaldeido em uma 
etapa, porem essa rota nao e importante para a degradagao 
da treonina em mamiferos. 

Sete aminoacidos sao degradados, produzindo 
acetil-CoA 

Partes dos esqueletos de carbono de sete aminoacidos 
- triptofano, lisina, fenilalanina, tirosina, leucina, 
isoleucina e treonina - produzem acetil-CoA e/ou ace- 
toacetil-CoA, esta ultima sendo convertida em acetil-CoA 
(Figura 18-21). Algumas das etapas finais das vias de de¬ 
gradagao da leucina, da lisina e do triptofano assemelham-se 
a etapas da oxidagao dos acidos graxos (ver Figura 17-9). A 
treonina produz alguma acetil-CoA (nao mostrado na Figura 
18-21) atraves da rota secundaria ilustrada na Figura 18-19. 

As vias de degradagao de dois desses sete aminoacidos 
merecem especial atengao. A degradagao do triptofano e a 
mais complexa de todas as vias do catabolismo de aminoa¬ 
cidos em tecidos animais. Partes do triptofano (quatro de 


TABELA 18-2 


Algumas doen^as geneticas humanas que afetam 0 catabolismo dos aminoacidos 


Condigao medica 

Incidenciaaproximada 
(por 100.000 
nascimentos) 

Processo defeituoso 

Enzima defeituosa 

Sintomas e efeitos 

Acidemia argininossuccmica 

< 1,5 

Sintese de ureia 

Arginino-succinase 

Vomitos; convulsoes 

Acidemia metilmalonica 

< 0,5 

Conversao de propio- 
nil-CoA em succinil- 
-CoA 

Metilmalonil-CoA-mutase 

Vomitos; convulsoes; deficiencia 
intelectual; morte prematura 

Albinismo 

<3 

Sintese de melanina a 
partir de tirosina 

Tirosina-3-monoxigenase 

(tirosinase) 

Falta de pigmentagao; cabelo 
branco, pele rosada 

Alcaptonuria 

< 0,4 

Degradagao da tiro¬ 
sina 

Homogentisato-1,2-dioxi- 
genase 

Pigmento escuro na urina; 
artrite se desenvolve posterior¬ 
mente 

Argininemia 

< 0,5 

Sintese de ureia 

Arginase 

Deficiencia intelectual 

Deficiencia de carbamoil- 
-fosfato-sintetase I 

< 0,5 

Sintese de ureia 

Carbamoil-fosfato-sin- 
tetase 1 

Letargia; convulsoes; morte 
prematura 

Doenga do xarope de bordo 
(cetoaciduria de cadeia ra- 
mificada) 

< 0,4 

Degradagao de isoleu¬ 
cina, leucina e valina 

Complexo da desidroge- 
nase dos a-cetoacidos de 
cadeia ramificada 

Vomitos; convulsoes; retardo 
mental; morte prematura 

Fenilcetonuria 

<8 

Conversao de fenilala¬ 
nina em tirosina 

Fenilalanina-hidroxilase 

Vomitos no periodo neonatal; 
deficiencia intelectual 

Homocistinuria 

< 0,5 

Degradagao da me- 
tionina 

Cistationina-j8-sintase 

DesenvolvLmento inadequado 
dos ossos; deficiencia intelectual 












718 DAVID L. NELSON & MICHAEL M. COX 


seus carbonos) produzirao acetil-CoA, via acetoacetil-CoA. 
Alguns intermediarios no catabolismo do triptofano sao 
precursores para a sintese de outras biomoleculas (Figura 
18-22), incluindo o nicotinato (um precursor do NAD"^ e do 
NADP"^ nos animais), a serotonina (um neurotransmissor 
em vertebrados), e o indolacetato (um fator de crescimento 
em plantas). Algumas dessas vias biossinteticas estao des- 
critas mais detalhadamente no Capitulo 22 (ver Figuras 22- 
30 e 22-31). 

A degradagao da fenilalanina e notavel, pois defeitos 
geneticos nas enzimas dessa via levam a diversas doengas 
humanas herdadas (Figura 18-23), conforme discutido a 
seguir. A fenilalanina e a tirosina, produto de sua oxidagao 
(ambas com nove carbonos), sao degradadas em dois frag- 


mentos, ambos podendo entrar no ciclo do acido citrico: 
quatro dos nove atomos de carbono produzem acetoacetato 
livre, o qual e convertido em acetoacetil-CoA e entao em 
acetil-CoA, e um segundo fragmento de quatro carbonos e 
recuperado como fumarato. Dessa forma, oito dos nove car¬ 
bonos desses aminoacidos entram no ciclo do acido citrico; 
o carbono restante e perdido como COg. A fenilalanina, apos 
ser hidroxilada produzindo tirosina, tambem e pre curs ora 
da dopamina, um neurotransmissor, e da noradrenalina e da 
adrenalina, hormonios secretados pela medula suprarrenal 
(ver Figura 22-31)*. A melanina, o pigmento escuro obser- 
vado na pele e no cabelo, tambem e derivada da tirosina. 


* N. de T. Estas catecolaminas tambem atuam como neurotransmissores. 



FIGURA 18-21 Vias catabolicas para triptofano, lisina, fenilalanina, 
tirosina, leucina e isoleucina. Esses aminoacidos doam alguns de seus 
carbonos (em cor salmao) para a acetil-CoA. 0 triptofano, a fenilalanina, a ti¬ 
rosina e a isoleucina tambem fornecem carbonos (em azul) para a produpao 


de piruvato ou de intermediarios do ciclo do acido citrico. A via da fenilalani¬ 
na esta descrita mais detalhadamente na Figura 18-23.0 destino dos atomos 
de nitrogenio nao e seguido neste esquema; na maior parte dos casos, eles 
sao transferidos para o a-cetoglutarato para formar glutamato. 
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FIGURA 18-22 O triptofano como precursor. Os aneis aromaticos do 
triptofano originam o nicotinato (niacina), o indolacetato e a serotonina. Os 
atomos coloridos indicam a origem dos atomos do anel do nicotinato. 


0 catabolismo da fenilalanina e defeituoso 
geneticamente em algumas pessoas 

Considerando que muitos aminoacidos sao neuro- 
transmissores, ou precursores de neurotransmissores, 
ou antagonistas deles, nao e de surpreender que defeitos 
geneticos no metabolismo dos aminoacidos possam causar 
prejuizo no desenvolvimento neural e deficiencia intelec- 
tual. Em muitas dessas doengas, intermediaries especificos 
se acumulam. For exemplo, um defeito genetico na fenila- 
lanina-hidroxilase, a primeira enzima na via catabolica da 
fenilalanina (Figura 18-23), e responsavel pela doenga fe- 
nilcetonuria (PKIJ, de phenylketonuria ), a causa mais 
comum de niveis elevados de fenilalanina no sangue (hiper- 
fenilalaninemia). 

A fenilalanina-hidroxilase (tambem denominada fenila- 
lanina-4-monoxigenase) e uma enzima de uma classe geral 
de enzimas denominadas oxidases de fungao mista (ver 
Quadro 21-1), que catalisam simultaneamente a hidroxila- 
gao de um substrate por um atomo de oxigenio do Og e a 
redugao do outro atomo de oxigenio em H 2 O. A fenilalani¬ 
na-hidroxilase requer o cofator tetra-hidrobiopterina, que 
transfere eletrons do NADPH ao oxigenio, oxidando-se a di- 
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FIGURA 18-23 Vias catabolicas para a fenilalanina e a tirosina. Nos acetil-CoA e fumarato. Defeitos geneticos em muitas dessas enzimas causam 
seres humanos, esses aminoacidos normalmente sao convertidos em aceto- doengas humanas herdadas (sombreados em amarelo). 
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7,8-di-hidrobiopterina 
(forma quinonoide) 


FIGURA18-24 O papel da tetra-hidrobiopterina na rea^ao da fenila- do diretamente do C-4 para o C-3 na reapao. Essa caracteristica, descoberta 

lanina-hidroxilase. 0 atomo de H sombreado em cor-de-rosa e transfer!- no National Institute of Health (NIH), e denominada "troca NIH". 


-hidrobiopterina no processo (Figura 18-24). Em seguida, 
esse cofator e reduzido pela enzima di-hidrobiopterina- 
-redutase, em uma reagao que requer NADPH. 

Em pessoas com PKU, uma rota secundaria do metabo- 
lismo da fenilalanina, uormalmeute pouco utilizada, passa a 
desempeuhar um papel mais proemiueute. Nessa rota, a feui- 
lalauiua sofre trausamiuagao com o piruvato, produziudo fe- 
nilpiruvato (Figura 18-25). A fenilalanina e o fenilpiruvato 
acumulam-se no sangue e nos tecidos e sao excretados na 
urina - dai o nome “fenilcetonuria”. Uma quantidade consi- 
deravel de fenilpiruvato nao e excretada como tal, mas sofre 
descarboxilagao a fenilacetato on redugao a fenil-lactato. 0 
fenilacetato confere a urina um odor caracteristico, tradicio- 
nalmente utilizado por enfermeiros para detectar PKU em be- 
bes. 0 acumulo de fenilalanina ou de sens metabolites no ini- 
cio da vida prejudica o desenvoMmento normal do cerebro, 
causando grave deficiencia intelectual. Isso pode ser causado 
pelo excesso de fenilalanina, que compete com outros ami- 
noacidos pelo transporte atraves da barreira hematoencefali- 
ca, resultando em deficit de metabolites necessaries. 

A fenilcetonuria esta entre os primeiros defeitos meta- 
bolicos herdados do metabolismo descobertos em humanos. 
Quando essa condigao e identificada nos primeiros dias de 
vida, a deficiencia intelectual pode ser prevenida pelo con- 
trole rigido da dieta, a qual deve suprir fenilalanina apenas 
suficiente para atender as necessidades de sintese proteica. 
0 consume de alimentos ricos em proteinas deve ser redu¬ 
zido. Proteinas naturais, como a caseina do leite, devem ser 
primeiramente hidrolisadas e boa parte da fenilalanina deve 
ser removida para que o paciente receba uma dieta adequa- 
da, pelo menos durante toda a sua infancia. Uma vez que o 
adogante artificial aspartame e um dipeptideo contendo as¬ 
partate e um metil-ester da fenilalanina (ver Figura l-24b), 
alimentos adogados com aspartame contem avisos dirigidos 
a pessoas recebendo dietas em que o conteudo de fenilalani¬ 
na deve ser controlado. 

A fenilcetonuria tambem pode ser causada por um defeito 
na enzima que catalisa a regeneragao da tetra-hidrobiopterina 
(Figura 18-24). 0 tratamento, nesse case, e mais complexo do 
que a restrigao da ingestao de fenilalanina. A tetra-hidrobiop¬ 


terina tambem e necessaria para a formagao de L-3,4-di-hidro- 
xifenilalanina (L-dopa), precursor dos neurotransmissores do- 
pamina e noradrenalina, e de 5-hidroxitriptofano, precursor 
do neurotransmissor serotonina. Na fenilcetonuria desse tipo, 
esses precursores devem ser supridos na dieta. A suplementa- 
gao da dieta com a propria tetra-hidrobiopterina e ineficiente, 
pois ela e instavel e nao cruza a barreira hematoencefalica. 

A triagem de doengas geneticas em recem-nascidos pode 
apresentar uma relagao custo-beneficio bastante favoravel. 
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T ' ^ FIGURA 18-25 Rotas alternativas para o catabolismo da fenila- 

__ lanina na fenilcetonuria. Na PKU, o fenilpiruvato se acumula nos 

tecidos, no sangue e na urina. A urina pode ainda conter fenilacetato 
e fenil-lactato. 









PRINCIPIOS DE BlOQUIMICA DE LEHNINGER 721 


especialmente no caso da PKU. Os testes (que nao mais se 
baseiam no odor da urina) sao relativamente baratos e a de- 
tecgao seguida pelo tratamento precoce da PKU em bebes 
(oito a dez casos a cada 100.000 nascidos vivos) economiza, 
em posterior assistencia a saude, milhoes de dolares por ano. 
Mais importante, evitar o trauma emocional pela detecgao 
com esses testes simples e inestimavel* 

Outra doenga hereditaria do catabolismo da fenilalanina 
e a alcaptonuria, na qual a enzima defeituosa e a homo- 
gentisato-dioxigenase (Figura 18-23). Menos grave que a 
PKU, essa condigao produz poucos efeitos adversos, embo- 
ra grandes quantidades de homogentisato sejam excretadas 
e sua oxidagao tome a urina escura. Pessoas com alcapto¬ 
nuria tambem sao mais suscetiveis ao desenvoMmento de 
uma forma de artrite. A alcaptonuria e de consideravel in- 
teresse historico. Archibald Garrod descobriu, no inicio do 


* N. de T. No Brasil, esse teste de triagem para erros inatos do metabolismo 
e conhecido como “teste do pezinho”. 


seculo XX, que essa condigao e herdada e investigou a cau¬ 
sa ate chegar a ausencia de uma unica enzima. Garrod foi o 
primeiro a estabelecer uma conexao entre um trago herda- 
do e uma enzima - um grande avango no caminho que, por 
fim, levaria a nossa atual compreensao dos genes e das vias 
de expressao da informagao, descritas na Parte 111. ■ 

Cinco aminoacidos sao convertidos em a-cetoglutarato 

Os esqueletos de carbono de cinco aminoacidos (prolina, glu- 
tamato, glutamina, arginina e histidina) entram no ciclo do 
acido citrico como Q:-cetoglutarato (Figura 18-26). A proli¬ 
na, 0 glutamato e a glutamina tern esqueletos de cinco car- 
bonos. A estrutura ciclica da prolina e aberta pela oxidagao 
do carbono mais distante do gmpo carboxila, criando uma 
base de Schiff, seguindo-se a hidrolise da base de Schiff para 
produzir um semialdeido linear, o y-semialdeido do glutama¬ 
to. Esse intermediario e posteriormente oxidado no mesmo 
carbono, produzindo glutamato. A glutamina e convertida em 
glutamato na reagao da glutaminase ou em qualquer outra en- 
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FIGURA 18-26 Rotas catabolicas para arginina, histidina, glutama¬ 
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tre as diversas reagoes enzimaticas em que a glutamina doa 
seu nitrogenio amidico a um aceptor. A transaminagao ou a 
desaminagao do glutamato produz a-cetoglutarato. 

A arginina e a histidina contem cinco carbonos adja- 
centes e um sexto carbono ligado por meio de um atomo 
de nitrogenio. Assim sendo, a conversao catabolica desses 
aminoacidos em glutamato e um pouco mais complexa que 
a rota da prolina ou da glutamina (Figura 18-26). A arginina 
e convertida no esqueleto de cinco carbonos da ornitina, no 
ciclo da ureia (Figura 18-10), e a ornitina sofre transamina- 
gao, produzindo o y-semialdeido do glutamato. A conversao 
da histidina em glutamato, de cinco carbonos, ocorre em 
uma rota de multiplas etapas; o carbono extra e removido 
em uma etapa que utiliza tetra-hidrofolato como cofator. 

Quatro aminoacidos sao convertidos em succinil-CoA 

Os esqueletos de carbono da metionina, da isoleucina, da 
treonina e da valina sao degradados por rotas que produzem 


succinil-CoA (Figura 18-27), um intermediario do ciclo do 
acido citrico. A metionina doa seu grupo metila a um de 
diversos aceptores possiveis, via A-adenosilmetionina, e tres 
de sens quatro atomos de carbono remanescentes sao con¬ 
vertidos no propionato da propionil-CoA, um precursor da 
succinil-CoA. A isoleucina sofre transaminagao, seguinda 
pela a descarboxilagao oxidativa do cn-cetoacido resultante. 
0 esqueleto restante, de cinco carbonos, e aindamais oxida- 
do, produzindo acetil-CoA e propionil-CoA. A valina sofre 
transaminagao e descarboxilagao, seguindo-se uma serie de 
reagoes de oxidagao que convertem os quatro carbonos res- 
tantes em propionil-CoA. Algumas partes das rotas de de- 
gradagao da valina e da isoleucina apresentam um paralelo 
muito proximo a etapas da degradagao de acidos graxos (ver 
Figura 17-9). Em tecidos humanos, a treonina tambem e 
convertida, por meio de duas etapas, em propionil-CoA. 
Essa e a principal rota de degradagao da treonina em hu¬ 
manos (ver na Figura 18-19 a via alternativa). 0 mecanismo 
para a primeira etapa e analogo aquele da reagao catalisada 


FIGURA 18-27 Rotas catabolkas para metionina, isoleu¬ 
cina, treonina e valina. Esses aminoacidos sao convertidos 
em succinil-CoA; a isoleucina tambem fornece dois de seus 
atomos de carbono para a produgao de acetil-CoA (ver Figura 
18-21). A rota da degradagao da treonina aqui mostrada ocor¬ 
re nos humanos; outra via, observada em outros organismos, 
e mostrada na Figura 18-19. A via da metionina para a homo- 
cisteina e descrita em maior detaihe na Figura 18-18; a conver¬ 
sao de homocisteina em c^-cetobutirato, na Figura 22-16; e a 
conversao de propionil-CoA em succinil-CoA, na Figura 17-12. 
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pela serina-desidratase, sendo possivel que as desidratases 
da serina e da treonina sejam, de fato, a mesma enzima. 

A propionil-CoA derivada desses ties aminoacidos e 
convertida em succinil-CoA por meio de uma via descrita 
no Capitulo 17: carboxilagao, produzindo metilmalonil- 
-CoA, epimerizagao da metilmalonil-CoA e conversao em 
succinil-CoA pela metilmalonil-CoA-mutase, dependente 
da coenzima Figura 17-12). Na rara doenga geneti- 

ca conhecida como acidemia metilmalonica, a metilmalonil- 
-CoA-mutase esta deficiente, com graves consequencias 
metabolicas (Tabela 18-2; Quadro 18-2). 

Os aminoacidos de cadeia ramificada nao sao 
degradados no fi'gado 

Embora boa parte do catabolismo dos aminoacidos acon- 
tega no figado, os tres aminoacidos com cadeias laterais 
ramificadas (leucina, isoleucina e valina) sao oxidados 
como combustivel principalmente pelos tecidos muscular, 
adiposo, renal e cerebral. Esses tecidos extra-hepaticos 
contem uma aminotransferase, ausente no figado, que 
atua sobre os tres aminoacidos de cadeia ramificada, pro¬ 
duzindo os a-cetoacidos correspondentes (Figura 18- 
28). 0 complexo da desidrogenase dos a-cetoacidos 
de cadeia ramificada catalisa entao a descarboxilagao 
oxidativa dos tres a-cetoacidos, liberando o grupo carbo- 
xila como COg e produzindo o derivado acil-CoA respecti- 
vo. Quanto a forma, essa descarboxilagao e analoga a duas 
outras descarboxilagoes oxidativas que sao encontradas 
no Capitulo 16: a oxidagao do piruvato em acetil-CoA pelo 


complexo da piruvato-desidrogenase (ver Figura 16-6) e 
a oxidagao do a-cetoglutarato em succinil-CoA pelo com¬ 
plexo da a-cetoglutarato-desidrogenase (p. 644). De fato, 
esses tres complexes enzimaticos sao estruturalmente se- 
melhantes e compartilham essencialmente o mesmo me- 
canismo de reagao. Cinco cofatores (a tiamina-pirofosfato, 
o FAD, o NAD, o lipoato e a coenzima A) participam, e 
as tres protemas em cada complexo catalisam reagoes ho- 
mologas. Esse case representa claramente uma situagao 
em que a maquinaria enzimatica que evoluiu para catalisar 
uma reagao foi “emprestada” por duplicagao genica, evo- 
luindo adicionalmente para catalisar reagoes semelhantes 
em outras vias. 

Experimentos com rates tern mostrado que o complexo 
da desidrogenase dos a-cetoacidos de cadeia ramificada e re- 
gulado por modificagao covalente em resposta ao conteudo 
de aminoacidos de cadeia ramificada na dieta. Quando hou- 
ver pouco ou nenhum excesso desses aminoacidos na dieta, 
0 complexo enzimatico e fosforilado por uma proteina-cinase 
e, dessa forma, inativado. A adigao a dieta de excesso de ami¬ 
noacidos de cadeia ramificada resulta na desfosforilagao e 
consequente ativagao da enzima. Lembre que o complexo da 
piruvato-desidrogenase esta sujeito a uma regulagao seme- 
Ihante por fosforilagao e desfosforilagao (p. 654). 

Existe uma doenga genetica relativamente rara em 
que os tres a-cetoacidos de cadeia ramificada (assim 


como seus aminoacidos precursores, especialmente a leuci¬ 
na) acumulam-se no sangue, “extravasando” para a urina. 
Essa condigao, denominada doenga do xarope de bordo 
devido ao odor caracteristico conferido a urina pelos a-ce- 
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1 FIGURA 18-28 Rotas catabolicas para os tres aminoacidos de 
^ cadeia ramificada: a valina, a isoleucina e a leucina. As tres vias 
ocorrem em tecidos extra-hepaticos e compartilham as duas primei- 
ras enzimas, conforme mostrado nesta figura. 0 complexo da desidrogenase 


dos a-cetoacidos de cadeia ramificada e analogo aos complexes da piruva¬ 
to-desidrogenase e da a-cetoglutarato-desidrogenase e requer os mesmos 
cinco cofatores (alguns nao sao mostrados aqui). Essa enzima esta deficiente 
em pacientes com a doenga do xarope de bordo. 
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Detetives cientificos solucionam urn assassinate misterioso 


As vezes, a verdade pode ser mais estranha que a fiegao 
- ou, pelo menos, tao estranha quanto um filme. Obser¬ 
ve, por exemplo, o caso de Patricia Stallings. Condena- 
da pela morte de sen bebe, ela foi sentenciada a prisao 
perpetua - mas foi posteriormente inocentada, gragas a 
investigagao medica de tres persistentes pesquisadores. 

A historia comegou no verao de 1989, quando 
Stallings levou Ryan, sen filho de tres meses de idade, a 
emergencia do Cardinal Glennon Children’s Hospital, em 
St. Louis. 0 garoto apresentava respiragao dificil, vomi- 
tos incontrolaveis e disfungoes gastricas. De acordo com 
o medico que o atenden, um toxicologista, os sintomas 
do bebe indicavam envenenamento por etilenoglicol, um 
ingrediente de anticongelantes, conclusao aparentemen- 
te confirmada pela analise em um laboratorio comercial. 

Apos sua recuperagao, o menino foi colocado em um lar 
adotivo, e Stallings e sen marido, David, podiam ve-lo ape- 
nas em visitas supervisionadas. No entanto, quando o bebe 
ficou doente e morreu apos uma visita em que Stallings 
ficou sozinha com ele, ela foi acusada de assassinate em 
primeiro grau, sendo declarada prisao inafiangavel. Na oca- 
siao, as evidencias pareciam contundentes, pois os dois la¬ 
boratories, 0 comercial e o do hospital, haviam encontrado 
grandes quantidades de etilenoglicol no sangue do menino 
e tragos desse produto em uma mamadeira que Stallings 
havia utilizado para alimenta-lo durante sua visita. 

Contudo, sem sabe-lo, Stallings havia realizado um 
experimento brilhante. Enquanto estava presa, descobriu 
que estava gravida; um tempo depois, ela deu a luz outro 
filho, David Stallings Jr., em fevereiro de 1990. Ele foi co¬ 
locado imediatamente em um lar adotivo, mas apos duas 
semanas comegou a apresentar sintomas semelhantes aos 
de Ryan. David foi por fim diagnosticado com uma rara 


doenga metabolica denominada acidemia metilmaloni- 
ca (MMA, de methylmalonic acidemia'). Essa doenga, 
disturbio genetico recessive do metabolismo dos ami- 
noacidos, afeta cerca de 1 em 48.000 recem-nascidos e 
apresenta sintomas quase identicos aqueles causados por 
envenenamento por etilenoglicol. 

Stallings nao poderia ter envenenado seu segundo 
filho, mas a procuradoria do Estado do Missouri nao fi¬ 
cou impressionada com esse novo fato e prosseguiu com 
0 julgamento. A corte nao permitiu que o diagnostico de 
MMA do segundo filho fosse apresentado como evidencia 
e, em Janeiro de 1991, Patricia Stallings foi condenada por 
agressao com arma letal e sentenciada a prisao perpetua. 

Felizmente para Stallings, no entanto, William Sly, pro¬ 
fessor do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecu¬ 
lar da Universidade de St. Louis, e James Shoemaker, chefe 
de um laboratorio de triagem metabolica da Universidade, 
interessaram-se por esse caso quando souberam dele em 
uma reportagem de televisao. Shoemaker realizou suas 
proprias analises do sangue de Ryan e nao detectou etile¬ 
noglicol. Ele e Sly entao contactaram Piero Rinaldo, espe- 
cialista em doengas metabolicas da Faculdade de Medicina 
da Universidade de Yale, cujo laboratorio estava equipado 
para diagnosticar MMA a partir de amostras de sangue. 

Quando Rinaldo analisou o soro sanguineo de Ryan, 
encontrou altas concentragoes de acido metilmalonico, 
produto da degradagao dos aminoacidos de cadeia rami- 
ficada isoleucina e valina, que se acumula em pacientes 
com MMA, pois a enzima que devia converte-lo no pro¬ 
ximo produto da via metabolica esta defeituosa (Figura 
Q-1). E, fato especialmente expressivo: o sangue e a urina 
da crianga continham quantidades enormes de cetonas, 
outra consequencia metabolica da doenga. Assim como 


toacidos, resulta de uma deficiencia no complexo da desi- 
drogenase dos a-cetoacidos de cadeia ramificada. Quando 
nao tratada, a doenga resulta em desenvoMmento anormal 
do cerebro, deficiencia intelectual e morte no inicio da in- 
fancia. 0 tratamento inclui controle rigido da dieta, com li- 
mitagao da ingestao de valina, isoleucina e leucina ao mini- 
mo necessario para permitir um crescimento normal. ■ 


\ NHa 

\-CH2-CH—COO- 


o, 

H2N' 

Asparaginase 


Asparagina 


H20 

‘NH^ 


A asparagina e o aspartato sao degradados em 
oxaloacetato 

Os esqueletos de carbono da asparagina e do aspartato 
entram, por fim, no ciclo do acido citrico como malato nos 
mamiferos ou como oxaloacetato nas bacterias. A enzima 
asparaginase catalisa a hidrolise da asparagina, produzin- 
do aspartato, o qual sofre transaminagao com o a-cetoglu- 
tarato, gerando glutamato e oxaloacetato (Figura 18-29). 
0 oxaloacetato e convertido em malato no citosol e, entao, 
transportado para a matriz mitocondrial pelo transportador 
malato-a-cetoglutarato. Em bacterias, o oxaloacetato pro- 
duzido na reagao de transaminagao pode ser utilizado dire- 
tamente no ciclo do acido citrico. 


NH3 

U-CH2-CH—COO“ 

^ Aspartato 


Aspartato- 

-aminotransferase 


- a-Cetoglutarato 


Glutamato 


O o 

Vk II 


^C-CH 2 -C-C 00 - 
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FIGURA 18-29 Rotas catabolicas para asparagina e aspartato. Ambos 
os aminoacidos sao convertidos em oxaloacetato. 
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FIGURA Q-1 Criangas com uma mutagao (X em vermelho) que inati- potencialmente fatal de acido metilmalonico, com sintomas semelhantes 
va a enzima metilmalonil-CoA mutase nao degradam normalmente os aos do envenenamento por etilenoglicol. 
aminoacidos isoleucina, metionina, treonina e valina. Ocorre um acumulo 


Shoemaker, ele nao encontrou nenhum etilenoglicol em 
uma amostra dos fluidos corporals do bebe. A mamadeira 
nao pode ser testada, uma vez que havia desaparecido 
misteriosamente. A analise de Rinaldo o convenceu de 
que Ryan havia morrido em consequencia de MMA, mas 
como explicar os resultados de dois laboratories que in- 
dicavam que o menino apresentava etilenoglicol em seu 
sangue? Sera que os dois poderiam estar errados? 

Quando Rinaldo obteve os dois relates dos laborato¬ 
ries, o que viu, afirma ele, “foi assustador”. Um dos labo¬ 
ratories havia concluldo que o sangue de Ryan Stallings 
continha etilenoglicol, mesmo que a analise da amostra 
de sangue nao apresentasse o perfil do proprio labora- 
torio para uma amostra-padrao contendo etilenoglicol. 
“Nao era apenas um problema de interpretagao questio- 
navel. A qualidade da analise era inaceitavel”, observa Ri¬ 


naldo. E o segundo laboratorio? De acordo com Rinaldo, 
o laboratorio detectou um componente anormal no san¬ 
gue de Ryan e apenas “presumiu que fosse etilenoglicol”. 
As amostras da mamadeira nao mostraram nada fora do 
comum, diz Rinaldo, e ainda assim o laboratorio tambem 
declarou haver nela evidencias de etilenoglicol. 

Rinaldo apresentou sens achados ao procurador do 
caso, George McElroy, que convocou uma coletiva de im- 
prensa no dia seguinte. “Nao acredito mais nos dados dos 
laboratorios”, ele disse aos jornalistas. Tendo concluldo 
que, ao fim das contas, Ryan Stallings havia morrido de 
MMA, McElroy retirou todas as acusagoes contra Patricia 
Stallings em 20 de setembro de 1991. 

*Por Michelle Hoffman Q199iy Science 253, 931. Direitos 
autorais da American Association for the Advancement of 
Science. 


Ate este ponto, foi estudado como os 20 aminoacidos 
proteicos, apos perderem sens atomos de nitrogenio, sao de- 
gradados por desidrogenagao, descarboxilagao e por outras 
reagoes em que porgoes de sens esqueletos de carbono alcan- 
gam a forma de seis metabolites centrals que podem entrar 
no ciclo do acido cltrico. Aquelas porgoes degradadas ate ace- 
til-CoA sao completamente oxidadas ate dioxide de carbono e 
agua, com produgao de ATP pela fosforilagao oxidativa. 

Da mesma forma que ocorre com carboidratos e lipl- 
deos, a degradagao dos aminoacidos resulta, ao final, na 
produgao de equivalentes redutores (NADH e FADH 2 ) 
pela agao do ciclo do acido cltrico. 0 estudo dos processes 
catabolicos sera concluldo no proximo capltulo com uma 
discussao sobre a respiragao, em que os equivalentes re¬ 
dutores alimentam o processo fundamental de oxidagao e 
geragao de energia nos organismos aerobios. 

RESUM018.3 Rotas de degradagao dos aminokidos 

► Apos a remogao dos grupos amino, os esqueletos de 
carbono dos aminoacidos sofrem oxidagao a compostos 
capazes de entrar no ciclo do acido cltrico para oxida¬ 
gao a CO 2 e H 2 O. As reagoes dessas rotas necessitam 


de diversos cofatores, incluindo o tetra-hidrofolato e a 
5'-adenosilmetionina, em reagoes de transference de 
um carbono, e a tetra-hidrobiopterina na oxidagao da 
fenilalanina pela fenilalanina-hidroxilase. 

► Dependendo de seu produto final de degradagao, alguns 
aminoacidos podem ser convertidos em corpos ceto- 
nicos, alguns em glicose e alguns em ambos. Assim, a 
degradagao dos aminoacidos esta integrada ao metabo- 
lismo intermediario, podendo ser crucial para a sobrevi- 
vencia em condigoes nas quais os aminoacidos sao uma 
fonte significativa de energia metabolica. 

► Os esqueletos de carbono dos aminoacidos entram no 
ciclo do acido cltrico por meio de cinco intermediarios: 
acetil-CoA, a-cetoglutarato, succinil-CoA, fumarato e 
oxaloacetato. Alguns sao degradados em piruvato, que 
pode ser convertido em acetil-CoA on em oxaloacetato. 

► Os aminoacidos que produzem piruvato sao a alanina, a 
cistelna, a glicina, a serina, a treonina e o triptofano. A 
leucina, a lisina, a fenilalanina e o triptofano produzem 
acetil-CoA, via acetoacetil-CoA. A isoleucina, a leucina, 
a treonina e o triptofano tambem produzem acetil-CoA 
diretamente. 
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► A arginina, o glutamato, a glutamina, a histidina e a pro- 
lina produzem a-cetoglutarato; a isoleucina, a metioni- 
na, a treonina e a valina produzem succinil-CoA; quatro 
atomos de carbono da fenilalanina e da tirosina levam a 
produgao de fumarato; a asparagina e o aspartato pro¬ 
duzem oxaloacetato. 

► Os aminoacidos de cadeia ramificada (isoleucina, leuci- 
na e valina), diferentemente dos demais aminoacidos, 
sao degradados apenas em tecidos extra-hepaticos. 

► Diversas doengas humanas graves sao causadas por 
defeitos geneticos nas enzimas do catabolismo dos ami¬ 
noacidos. 


Termos-chave 

Os termos em negrito estdo definidos no glossdrio. 

aminotransferases 699 
transaminases 699 
transaminagao 699 
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desaminagao oxidativa 700 
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Problemas 

1. Produtos da transaminagao dos aminoacidos. No- 

meie e desenhe a estmtura dos Q:-cetoacidos que resultant 
quando cada um dos seguintes aminoacidos sofre transamina- 
gao com o a-cetoglutarato: (a) aspartato, (b) glutamato, (c) 
alanina, (d) fenilalanina. 

2. Avaliagao da atividade da alanina-aminotransfera¬ 
se. A atividade (velocidade da reagao) da alanina-aminotrans- 
ferase e medida, geralmente, incluindo ao sistema reacional 
um excesso de lactato-desidrogenase pura e de NADH. A velo¬ 
cidade de desaparecimento da alanina e igual a velocidade de 
desaparecimento do NADH, medida por espectrofotometria. 
Explique como funciona esse ensaio. 

3. A alanina e a glutamina no sangue. 0 plasma sanguineo 
humano normal contem todos os aminoacidos necessarios para a 


creatina-cinase 708 

aminoacidos 
essenciais 709 
cetogenico 711 
glicogenico 711 
tetra-hidrofolato 712 
iS'-adenosilmetionina 
(adoMet) 712 
tetra-hidrobiopterina 715 
fenilcetonuria (PKU) 719 
oxidases de fungao 
mista 719 
alcaptonuria 721 
doenga do xarope de 
bordo 723 
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smtese das protemas teciduais, mas nao em iguais concentragoes. 
A alanina e a glutamina estao presentes em concentragoes muito 
mais elevadas que os demais aminoacidos. Sugira uma razao. 

4. Distribuigao do nitrogenio ammico. Se sua dieta e 
rica em alanina, mas deficiente em aspartato, voce apresentara 
sinais de deficiencia em aspartato? Explique. 

5. Lactato versus alanina como combnstivel metaboli- 
co: o cnsto da remogao do nitrogenio. Os tres carbonos do 
lactato e da alanina apresentam estados de oxidagao identicos, 
e os animais podem usar qualquer uma dessas fontes de carbo- 
no como combustivel metabolico. Compare a produgao liquida 
de ATP (mols de ATP por mol de substrate) para a oxidagao 
completa (a COg e H 2 O) de lactato versus alanina quando o 
custo da excregao de nitrogenio como ureia e incluido. 


10. Aminoacidos cetogenicos. Quais aminoacidos sao ex- 
clusivamente cetogenicos? 


T 


11. Um defeito genetico no metabolismo dos ami¬ 
noacidos: historia de nm caso. Uma crianga de dois 
anos de idade foi levada ao hospital. Sua mae contou que ela 
vomitava com frequencia, especialmente apos as refeigoes. 0 
peso da crianga e seu desenvolvimento fisico estavam aquem 
do normal. Seu cabelo, embora escuro, continha mechas es- 
branquigadas. Uma amostra de urina foi tratada com cloreto 
ferrico (FeClg) e produziu a cor verde caracteristica da presen- 
ga de fenilpiruvato. A analise quantitativa de amostras de urina 
produziu os resultados mostrados na tabela abaixo. 


Concentra^ao (mivi) 


Substancia 


Urina do padente 


Urina normal 


COO“ 

1 

000“ 

+ 1 

Fenilalanina 

7,0 

0,01 

HO—C—H 

H3N—c—H 

Fenilpiruvato 

4,8 

0 

H—C—H 

1 

H—C—H 

Fenil-lactato 

10,3 

0 


H 

Lactato 


H 

Alanina 


6. Toxicidade da amonia como resnltado de nma dieta 
deficiente em arginina. Em estudo realizado alguns anos 
atras, gates foram submetidos a um jejum durante a noite e en- 
tao receberam uma unica refeigao, completa em relagao a to- 
dos os aminoacidos, com excegao da arginina. Dentro de duas 
horas, os niveis de amonia no sangue aumentaram dos niveis 
normais de 18 jag/L para 140 jitg/L, e os gates mostraram sinto- 
mas clinicos de intoxicagao por amonia. Um grupo controle re- 
cebeu uma dieta contendo todos os aminoacidos ou uma dieta 
em que a arginina era substituida pela ornitina e nao mostrou 
qualquer sintoma clinico incomum. 

(a) Qual a razao do jejum no experimento? 

(b) Qual a causa do aumento dos niveis de amonia no gru¬ 
po experimental? Por que a ausencia de arginina levou a intoxi¬ 
cagao pela amonia? A arginina e um aminoacido essencial para 
os gates? Por que? Ou por que nao? 

(c) Por que a ornitina pode substituir a arginina? 

7. Oxidagao do glutamato. Escreva uma serie de equa- 
goes balanceadas e uma equagao geral para a reagao global, 
descrevendo a oxidagao de 2 mols de glutamato em 2 mols de 
Q!-cetoglutarato e 1 mol de ureia. 

8. Transaminagao e o ciclo da ureia. A aspartato-amino- 
transferase apresenta a maior atividade, entre todas as amino¬ 
transferases do figado de mamiferos. Por que? 


(a) Sugira qual enzrma pode estar deficiente nesta crianga. 
Proponha um tratamento. 

(b) Por que a fenilalanina aparece na urina em grandes 
quantidades? 

(c) Qual a origem do fenilpiruvato e do fenil-lactato? Por 
que essa rota (normalmente nao funcional) e acionada quando 
a concentragao de fenilalanina aumenta? 

(d) Por que os cabelos da crianga contem mechas esbran- 
quigadas? 


T 


12. Papel da cobalamina no catabolismo dos ami¬ 
noacidos. A anemia perniciosa e causada por prejuizo 
na absorgao de vitamina o efeito desse prejuizo sobre 

o catabolismo dos aminoacidos? Todos os aminoacidos sao 
igualmente afetados? (Dica: ver Quadro 17-2.) 


T 


9. O caso contra a dieta da proteina liquida. Uma 

dieta para a redugao do peso fortemente promovida al¬ 
guns anos atras propunha a ingestao diaria de “proteina liqui¬ 
da” (sopa de gelatina hidrolisada), agua e uma selegao de vita- 
minas. Os demais alimentos e bebidas deveriam ser evitados. 
Pessoas utilizando essa dieta perdiam, geralmente, 4 a 6 kg na 
prrmeira semana. 

(a) Pessoas contrarias a essa dieta argumentavam que a 
perda de peso era quase que inteiramente devida a perda de 
agua e que o peso perdido logo seria reposto, apos a pessoa 
voltar a utilizar uma dieta normal. Qual a base bioquimica para 
esse argumento? 

(b) Algumas pessoas morreram durante a utilizagao dessa 
dieta. Quais os riscos inerentes a essa dieta e como podem le- 
var a morte? 


13. Dietas vegetarianas. Dietas vegetarianas po¬ 
dem fornecer altos niveis de antioxidantes e um perfil 
lipidico que pode ajudar a prevenir doenga coronariana. Con- 
tudo, alguns problemas associados podem advir. Amostras 
sanguineas foram colhidas de um grande grupo de participan- 
tes voluntaries que eram vegetarianos estritos (nao conso- 
mem qualquer produto de origem animal), lactovegetarianos 
(vegetarianos que consomem laticinios) ou omnivores (pes¬ 
soas com dieta normal e variada, incluindo came). Todos os 
participantes haviam seguido sua dieta por diversos anos. Os 
niveis sanguineos de homocisteina e metilmalonato estavam 
elevados no grupo de vegetarianos estritos, um pouco mais 
baixos no grupo de lactovegetarianos e bem mais baixos no 
grupo omnivore. Explique. 


14. Anemia perniciosa. A deficiencia de vitamina 
pode ser causada por raras doengas geneticas que 
levam a niveis diminuidos de vitamina B^g apesar de uma dieta 
normal, que inclui came e laticinios, ricos em B^g- Essas condi- 
goes nao podem ser tratadas com suplementos de vitamina 
Explique. 

15. Mecanismos de reagao do piridoxal-fosfato. A tre- 
onina pode ser clivada pela enzima treonina-desidratase, que 
catalisa a conversao de treonina em a-cetobutirato e amonia. A 
enzima utiliza piridoxal-fosfato como cofator. Sugira um meca- 
nismo para essa reagao, com base nos mecanismos mostrados 
na Figura 18-6. Observe que essa reagao inclui uma elrminagao 
no carbono j8 da treonina. 
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OH NH 3 

I I 

CHg—CH—CH—COO“ 
Treonina 


PLP 

Treonina- 

-desidratase 


o 

II 

CHg—CH2—c—COO” + NHg + H2O 
a-Cetobutirato 

16. Rotas para o carbono e para o nitrogenio no me- 
tabolismo do glutamato. Quando [2-^^C/^N]glutamato sofre 
degradagao oxidativa no figado de um rato, em quais atomos 
dos seguintes metabolitos sera encontrado cada um dos iso- 
topos: (a) ureia, (b) succinato, (c) arginina, (d) citrulina, (e) 
ornitina, (f) aspartato? 


H COO- 

15.1”^ 14 I 

-C-H 

I I 

H CH2 

I 

CH 2 

COO- 

Glutamato marcado 


17. Estrategia qmrnica para o catabolismo da isoleuci- 

na. A isoleucina e degradada por meio de seis etapas, produ- 
zindo propionil-CoA e acetil-CoA. 



+ I 

H3N—C—H 
H—C—CHg 
CH 2 
CHg 

Isoleucina 


6 etapas 


o. 


S-CoA 


C 

I 

CH 2 

CHg Propionil-CoA 
+ 

O, S-CoA 

V 

I 

CHg Acetil-CoA 


(a) 0 processo qmmico da degradagao da isoleucina inclui 
estrategias analogas aquelas utilizadas no ciclo do acido citrico 
e na j8-oxidagao dos acidos graxos. Os intermediarios da de¬ 
gradagao da isoleucina (1 a V), mostrados abaixo, nao estao na 
ordem correta. Utilize sen conhecimento e sua compreensao 
do ciclo do acido citrico e da via de j8-oxidagao para colocar em 
ordem os intermediMos na sequencia metabolica apropriada 
para a degradagao da isoleucina. 
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CH2 


HO—C CHg 

1 

CHg 


-0 

IV 


V 


(b) Para cada etapa que voce propoe, descreva o processo 
quimico, fornega um exemplo analogo a partir do ciclo do acido 
citrico on da via de j8-oxidagao (onde possivel) e indique os 
cofatores necessMos. 

18. Papel do piridoxal-fosfato no metabolismo da gli- 
cina. A enzima serina-hidroximetil-transferase requer pirido¬ 
xal-fosfato como sen cofator. Proponha um mecanismo para a 
reagao catalisada por essa enzima, no sentido da degradagao 
da serina (produgao de glicina). (Dica: ver Figuras 18-19 e 18- 
20b.) 

19. Vias paralelas para a degradagao de aminoacidos e 
de acidos graxos. 0 esqueleto de carbono da leucina e de- 
gradado por uma serie de reagoes bastante analogas aquelas 
do ciclo do acido citrico e da rota de j8-oxidagao. Para cada 
reagao, de (a) a (f), mostrada a seguir, indique o tipo de rea¬ 
gao, fornega um exemplo analogo a partir do acido citrico on 
da rota de j8-oxidagao (onde possivel) e indique os cofatores 
necessMos. 


NHg 


CHs—C—CH,—C—COO” Leucina 


I 

CH, 




H 

I 


I 

H 


O 

II 


CHg—C—CH2—C—COO” 


CHg 

(b) 


H 

I 


- CoA-SH 
CO 2 


O 

II 


CHg— C— CH2— C—S-CoA 


I 

CHg 


<‘=>1 


o 

II 

CHg— C=C—C—S-CoA 

I I 

HgC H 


(d) 


-HCOg 


o 


u-Cetoisocaproato 


Isovaleril-CoA 


yS-Metilcrotonil-CoA 


OOC—CH2—C=C—C—S-CoA yS-Metilglutaconil-CoA 
HgC H 


(e) 


'H2O 


OH O 

“OOC— CHg— C— CHo— C—S-CoA yS-Hidroxi-^S-metilglutaril-CoA 

I 

CHg 

(f) 


O 

II 


o 

II 


”OOC— CH2—C—CHg + CHg—C— S-CoA 
Acetoacetato Acetil-CoA 
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Problema de analise de dados 

^ 1 20. Doen^a do xarope de bordo. A Figura 18-28 
. ^ mostra a rota para a degradagao dos aminoacidos de ca- 
deia ramificada e o sitio do defeito bioqmmico que causa a 
doenga do xarope de bordo. Os achados iniciais que, por fim, 
levaram a descoberta desse defeito foram apresentados em 
tres artigos publicados no final da decada de 1950 e no inicio 
da decada de 1960. Este problema conta a historia dos acha¬ 
dos, desde as observagoes clinicas iniciais ate a proposta de um 
mecanismo bioquimico. 

Menkes, Hurst e Craig (1954) apresentaram os casos de 
quatro irmaos, os quais morreram apos um curso similar de 
sintomas. Em todos os quatro casos, a gestagao e o nascrmento 
foram normals. Os primeiros 3 a 5 dias de vida de cada crianga 
tambem foram normals. Logo apos, porem, cada crianga come- 
gou a apresentar convulsoes, e as criangas morreram entre as 
idades de 11 dias e tres meses. A necropsia mostrou, em todos 
os casos, consideravel edema do encefalo. A urina das criangas 
apresentava um odor forte e incomum de “xarope de bordo”, 
iniciando ao redor do terceiro dia de vida. 

Menkes (1959) relatou dados coletados de seis outras 
criangas. Todas apresentaram sintomas semelhantes aqueles 
descritos anteriormente e morreram entre 15 dias e 20 me¬ 
ses apos o nascimento. Em um dos casos, Menkes conseguiu 
obter amostras de urina durante os ultimos meses de vida 
do bebe. Quando ele tratou a urina com 2,4-dinitrofenil-hi- 
drazona, que forma um precipitado colorido com compostos 


cetonicos, ele descobriu tres Q;-cetoacidos em quantidades 
anormalmente altas: 


COO“ 

1 

COO“ 

1 

COO“ 

1 

C=0 

C=0 

C=0 

CH 2 

1 

CH 3 —CH 

CH 3 —CH 

CH 3 —CH 

CO 

-0 

CH 2 

-0 


CH 3 


«-Cetoisocaproato «-Cetoisovalerato «-Ceto-j 8 -metil- 7 i-valerato 

(a) Esses a-cetoacidos sao produzidos pela desaminagao 
de aminoacidos. Para cada um dos a-cetoacidos acima, dese- 
nhe e nomeie o aminoacido do qual ele e derivado. 

Bands, Levitz e Westall (1960) coletaram dados adicionais, 
que os levaram a proper o defeito bioquimico mostrado na Fi¬ 
gura 18-28. Em um dos casos, examinaram um paciente cuja 
urina apresentou pela primeira vez odor de xarope de bordo 
quando ele tinha quatro meses de idade. Com dez meses de 
idade (margo de 1956), o bebe foi internado em um hospital 
por apresentar febre e desenvolvrmento motor bastante retar- 
dado. Com a idade de 20 meses (Janeiro de 1957), voltou a ser 
internado, e descobriu-se que apresentava sintomas de dege- 
neragao neurologica semelhantes aos observados previamen- 
te em casos da doenga do xarope de bordo; ele morreu pouco 
tempo apos. Resultados da analise de seu sangue e urina sao 
mostrados na tabela da pagina 729, juntamente com os valores 
normals para cada composto. 


Urina (mg/24 h) Plasma (mg/mL) 


Amlnoaddo(s) 

Normal 

Paciente 

Normal 

Paciente 


Mar^o1956 

Janeiro 1957 


Janeiro 1957 

Alanina 

5-15 

0,2 

0,4 

3,0-4,8 

0,6 

Asparagina e glutamina 

5-15 

0,4 

0 

3,0-5,0 

2,0 

Acido aspartico 

1-2 

0,2 

1,5 

0,l-0,2 

0,04 

Arginina 

1,5-3 

0,3 

0,7 

0,8-l,4 

0,8 

Cistina 

2-4 

0,5 

0,3 

1,0-1,5 

0 

Acido glutamico 

1,5-3 

0,7 

1,6 

1,0-1,5 

0,9 

Glicina 

20-40 

4,6 

20,7 

l,0-2,0 

1,5 

Histidina 

8-15 

0,3 

4,7 

1,0-1,7 

0,7 

Isoleucina 

2-5 

2,0 

13,5 

0,8-l,5 

2,2 

Leucina 

3-8 

2,7 

39,4 

1,7-2,4 

14,5 

Lisina 

2-12 

1,6 

4,3 

1,5-2,7 

1,1 

Metionina 

2-5 

1,4 

1,4 

0,3-0,6 

2,7 

Ornitina 

1-2 

0 

1,3 

0,6-0,8 

0,5 

Fenilalanina 

2-4 

0,4 

2,6 

1,0-1,7 

0,8 

Prolina 

2-4 

0,5 

0,3 

l,5-3,0 

0,9 

Serina 

5-15 

1,2 

0 

l,3-2,2 

0,9 

Taurina 

1-10 

0,2 

18,7 

0,9-l,8 

0,4 

Treonina 

5-10 

0,6 

0 

1,2-1,6 

0,3 

Triptofano 

3-8 

0,9 

2,3 

Nao medido 

0 

Tirosina 

4-8 

0,3 

3,7 

l,5-2,3 

0,7 

Valina 

2-4 

1,6 

15,4 

2,0-3,0 

13,1 
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(b) A tabela inclui a taurina, aminoacido normalmente nao 
encontrado em protemas. A taurina frequentemente e produ- 
zida como produto colateral de dano celular. Sua estrutura e: 


O 

+ II 

HoN— CHo— CHo—S — 0“ 


O 


Com base nessa estrutura e na informagao contida neste 
capitulo, qual aminoacido e, mais provavelmente, o precursor 
da taurina? Explique sen raciocinio. 

(c) Em comparagao com os valores normais fornecidos na 
tabela, quais aminoacidos mostraram niveis significativamente 
elevados no sangue do paciente em Janeiro de 1957? Quais es- 
tavam elevados na urina? 

Dancis e colaboradores, com base em sens resultados e no 
conhecimento que tinham da via mostrada na Figura 18-28, 
concluiram que “embora parega bastante provavel para os au- 
tores que o bloqneio primario esteja na via de degradagao me- 
tabolica dos aminoacidos de cadeia ramificada, isso nao pode 
ser considerado completamente estabelecido”. 


(d) Como os dados aqui apresentados apoiam essa conclu- 
sao? 

(e) Quais dados aqui apresentados nao se ajustam a esse 
modelo da doenga do xarope de bordo? Como voce explica es¬ 
ses dados aparentemente contraditorios? 

(f) Que dados voce precisaria coletar para estar mais segu- 
ro em sua conclusao? 
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A fosforilagao oxidativa e a culminagao do metabolismo 
produtor de energia em organismos aerobios. Todos os 
passos oxidativos na degradagao de carboidratos, gor- 
duras e aminoacidos convergem para esse estagio final da 
respiragao celular, onde a energia da oxidagao governa a 
smtese de ATR A fotofosforilagao e a maneira pela qual os 
organismos fotossinteticos capturam a energia do sol - a 
fonte, em ultima analise, da energia na biosfera - e a utili- 
zam para produzir ATR Juntas, a fosforilagao oxidativa e a 
fotofosforilagao sao responsaveis pela maior parte do ATR 
sintetizado na maioria dos organismos, na maior parte do 
tempo. 

Em eucariotos, a fosforilagao oxidativa ocorre nas mi¬ 
tocondrias e a fotofosforilagao nos cloroplastos. As vias de 
smtese de ATR em mitocondrias e cloroplastos desafiaram e 
fascinaram bioquimicos por mais de meio seculo, e esse fas- 
cinio aumentou com o aprofundamento do reconhecimento 
desses mecanismos fundamentals em organismos vivos, de 
sua conservagao ao longo da evolugao e de suas bases es- 
truturais. 

0 entendimento atual sobre a smtese de ATR em mi¬ 
tocondrias e cloroplastos tern como base a hipotese, in- 


troduzida por Reter Mitchell em 1961, de que diferengas 
transmembrana na concentragao de protons servem de 
reservatorio para a energia extraida das reagoes biologicas 
de oxidagao. A teoria quimiosmotica foi aceita como um 
dos grandes principios unificadores da biologia do seculo 
XX. Ela fornece uma visao dos processos de fosforilagao 
oxidativa e de fotofosforilagao, assim como de transdugoes 
de energia aparentemente diferentes, como o transporte 
ativo atraves de membranas e o movimento de flagelos de 
bacterias. 

A fosforilagao oxidativa e a fotofosforilagao tern me¬ 
canismos semelhantes em tres aspectos (Figura 19-1). 
(1) Os dois processos envolvem o fluxo de eletrons por 
meio de uma cadeia de transportadores da membrana; (2) 
a energia livre que se torna dispomvel por esse fluxo de 
eletrons “montanha abaixo” (exergonico) e acoplada ao 
transporte “montanha acima” de protons atraves de uma 
membrana impermeavel a protons, conservando a energia 
livre da oxidagao do combustivel na forma de um poten- 
cial eletroquimico transmembrana (p. 403); (3) o fluxo 
transmembrana de retorno dos protons a favor de seu 
gradiente de concentragao por canals proteicos especifi- 
cos fornece a energia livre para a smtese de ATR, catali- 
sada por um complexo proteico presente na membrana 
(ATR-sintase), que acopla o fluxo de protons a fosforila¬ 
gao do ADR. 

Este capitulo comega com a fosforilagao oxidativa mito- 
condrial. Rrimeiro, sao descritos os componentes da cadeia 
de transferencia de eletrons, sua organizagao em grandes 
complexes funcionais na membrana mitocondrial inter¬ 
na, a via de fluxo de eletrons por eles e os movimentos de 
protons que acompanham esse fluxo. Depois e abordado o 
notavel complexo enzimatico que, por catalise rotacional, 
captura a energia do fluxo de protons na forma de ATR, e 
os mecanismos regulatorios que coordenam a fosforilagao 
oxidativa com as varias vias catabolicas pelas quais os com- 
bustiveis sao oxidados. 

0 papel metabolico das mitocondrias e tao crucial para 
o funcionamento da celula e do organismo que defeitos 
na fungao mitocondrial tern consequencias medicas mui- 
to serias. As mitocondrias sao centrals para as fungoes 
neuronal e muscular e para a regulagao do metabolismo 
energetico do corpo como um todo e do peso corporal. 
Doengas humanas neurodegenerativas, assim como can- 
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(a) Mitocondria 


(b) Cloroplasto 


O Substrate reduzido @ Carregadores de eletrons O A luz converte a agua em @ Carregadores de eletrons 



O A ATP-sintase usa o potencial 

eletroquimico para sintetizar ATP. 


O A ATP-sintase usa o potencial 

eletroquimico para sintetizar ATP. 


FIGURA19-1 OmecanismoqufmiosmoticoparaasmtesedeATP. (a) 

Em mitocondrias, os eletrons se movem por uma cadeia de transportadores 
ligados a membranas (a cadeia respiratoria) espontaneamente, governados 
pelo alto potencial de redugao do oxigenio e pelos potenciais de redugao 
relativamente baixos dos diversos substrates reduzidos (combustivel) que 
sofrem oxidagao na mitocondria. (b) Em cloroplastos, o movimento de ele¬ 
trons por uma cadeia de carregadores ligados a membranas e impulsionado 


pela energia dos fotons absorvidos pelo pigmento verde clorofila. Em ambas 
as organelas, o fluxo de eletrons cria urn potencial eletroquimico pelo mo¬ 
vimento transmembrana de protons e carga positiva. Em ambos os cases, o 
potencial eletroquimico governa a sintese de ATP por meio de uma enzima 
de membrana, ATP-sintase, fundamentalmente similar em mitocondrias e 
cloroplastos, assim como em bacterias e arqueobacterias. 


cer, diabetes e obesidade, sao reconhecidas como possi- 
veis resultados do comprometimento da fungao mitocon- 
drial, e uma teoria de envelhecimento baseia-se na perda 
gradual da integridade mitocondrial. A produgao de ATP 
nao e a unica fungao importante da mitocondria; essa or- 
ganela tambem age na termogenese, sintese de esteroi- 
des e apoptose (morte celular programada). A descoberta 
dessas fungoes variadas e importantes das mitocondrias 
estimulou uma boa parte da pesquisa atual sobre a bioqui- 
mica dessa organela. 

Depois de discutir as diversas fungoes mitocondriais, 
agora e possivel estudar a fotofosforilagao, concentrando-se 
primeiro na absorgao de luz pelos pigmentos fotossinteticos 
e depois no fluxo de eletrons (promovido pela luz) de HgO 
para NADP^ e nas bases moleculares do acoplamento entre 
o fluxo de eletrons e de protons. Sao tambem analisadas as 
semelhangas de estrutura e mecanismo entre ATP-sintases 
de cloroplastos e de mitocondrias, assim como a base evo- 
lutiva para a conservagao desse mecanismo. A capacidade 
notavel dos cloroplastos em fazer ATP por meio da oxida¬ 
gao de um composto de disponibilidade ilimitada (agua), ao 
mesmo tempo em que produz um composto essencial a vida 
da maioria dos animais (oxigenio), coloca um conjunto de 
desafios igualmente fascinantes aos biologos, bioquimicos e 
quimicos. A determinagao das estruturas de complexes su- 
pramoleculares que realizam esses processes nos cloroplas¬ 
tos forneceu pistas fisicas e quimicas para o entendimento 
do processo da fotossintese. 


FOSFORILAgAOOXIDATIVA 
19.1 Rea^des de transferencia de eletrons em 

A descoberta em 1948 por Eu¬ 
gene Kennedy e Albert Lehnin- 
ger de que as mitocondrias sao 
os locais da fosforilagao oxidati- 
va em eucariotos marcou o ini- 
cio da fase moderna dos estu- 
dos de transdugoes biologicas 
de energia. As mitocondrias, 
assim como as bacterias gram- 
-negativas, tern duas membra¬ 
nas (Figura 19-2a). A mem¬ 
brana mitocondrial externa e 
prontamente permeavel a mole- 
culas pequenas {M^< 5.000) e a 
ions, que se movem livremente 
por canais transmembrana, formados por uma familia de 
proteinas integrals de membrana chamadas de porinas. A 
membrana interna e impermeavel a maioria das moleculas 
pequenas e dos ions, incluindo protons (H^); as unicas es- 
pecies que cruzam a membrana o fazem por meio de trans¬ 
portadores especificos. A membrana interna aloja os com- 
ponentes da cadeia respiratoria e a ATP-sintase. 

A matriz mitocondrial, delimitada pela membrana in¬ 
terna, contem o complexo da piruvato-desidrogenase e as 


mitocondrias 



Albert L. Lehninger, 
1917-1986 
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(a) 


(b) 



Membrana interna 

Impermeavel a maioria das 
pequenas moleculas e ions, 
incluindo 
Contem: 

• Transportadores de eletrons 
da cadeia respiratoria 
(complexos l-IV) 

• ADP-ATP-translocase 

• ATP-sintase (EoF^) 

• Outros transportadores de 
membrana 


Canais de porinas 


Matriz 


Contem: 

• Complexo da 
piruvato- 
-desidrogenase 

• Enzimas do cicio 
do acido citrico 

• Enzimas da 
jS-oxida^ao de 
acidos graxos 

• Enzimas de 
oxida^ao de 
aminoacidos 

• DNA, ribossomos 
• Muitas outras enzimas 
• ATP, ADP, Pj, Mg2+, Ca^+, K+ 


ATP-sintase 


Cristas 


Membrana externa 


Livremente permeavel a pequenas 
moleculas e ions 


• Muitos intermediarios metabolicos 
soluveis 



FIGURA19-2 Anatomia bioqufmica de uma mitocdndria. (a) A mem¬ 
brana externa tern poros que a tornam permeavel a pequenas moleculas 
e ions, mas nao a proteinas. As convoluqoes (cristas) da membrana interna 
fornecem uma grande area de superficie. A membrana interna de uma unica 
mitocdndria do figado pode ter mais de 10.000 conjuntos de sistemas de 
transferencia de eletrons (cadeias respiratdrias) e de moleculas de ATP-sinta¬ 
se distribuidos na superficie da membrana. (b) As mitocdndrias do musculo 
cardiaco, que tern cristas mais profusas e, assim, uma area muito maior de 


membrana interna, contem mais de tres vezes o numero de conjuntos de 
sistemas de transferencia de eletrons que as (c) mitocdndrias do figado. As 
mitocdndrias dos musculos e do figado tern tamanho aproximado ao de 
uma bacteria - 1 a 2 jLtm de comprimento. As mitocdndrias de invertebra- 
dos, de plantas e de microrganismos eucariotos sao semelhantes aquelas 
aqui mostradas, mas com variaqdes muito maiores no tamanho, na forma e 
no grau de convoluqdes da membrana interna. 


enzimas do cicio do acido citrico, a via de /3-oxidagao de 
acidos graxos e as vias de oxidagao de aminoacidos - to- 
das as vias de oxidagao de combustivel, exceto a glicolise, 
que ocorre no citosol. A permeabilidade seletiva da mem¬ 
brana interna segrega os intermediarios e as enzimas das 
vias metabolicas citosolicas daqueles dos processos me¬ 
tabolicos que ocorrem na matriz. No entanto, transporta¬ 
dores especificos carregam piruvato, acidos graxos e ami¬ 
noacidos on sens a-cetoacidos derivados para dentro da 
matriz, para acesso a maquinaria do cicio do acido citrico. 
ADP e sao especificamente transportados para dentro 
da matriz quando ATP recem-sintetizado e transportado 
para fora. 0 melhor inventario atual de proteinas em mito- 
condrias de mamiferos lista cerca de 1.100, das quais, pelo 


menos, 300 tern fungoes desconhecidas. A representagao 
de mitocdndrias em forma de feijao na Figura 19-2 e uma 
grande simplificagao, derivada, em parte, de estudos anti- 
gos, nos quais finas secgoes de celulas eram observadas em 
microscopio eletrdnico. Imagens tridimensionais obtidas 
ou por reconstrugao a partir de secgoes seriadas ou por 
microscopia confocal, revelam uma variagao maior no ta¬ 
manho e na forma mitocondriais. Em celulas vivas coradas 
com corantes fluorescentes especificos de mitocdndria, sao 
vistos grandes numeros de mitocdndrias de formas varia- 
das, aglomeradas perto do nucleo (ver Fig. 19-42). Tecidos 
com uma grande demanda por metabolismo aerdbio (p. ex., 
cerebro, musculos esqueletico e do coragao e olho) contem 
muitas centenas ou milhares de mitocdndrias por celula, e. 
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em geral, as mitocondrias das celulas com grande ativida- 
de metabolica tern cristas mais e mais densamente empa- 
cotadas (Fig. 19-lb). Em tecidos com metabolismo menos 
ativo (p. ex., pele), ha menos mitocondrias, cada uma com 
menos cristas. Durante o crescimento e divisao celulares, 
as mitocondrias dividem-se por fissao (como as bacterias), 
e, sob algumas circunstancias, mitocondrias individuais se 
fundem para formar estruturas maiores e mais distendidas. 

Eletrons sao canalizados para aceptores universais 
de eletrons 

A fosforilagao oxidativa comega com a entrada de eletrons 
na cadeia de carregadores de eletrons, chamada de cadeia 
respiratoria. A maioria desses eletrons surge da agao das 
desidrogenases, que coletam eletrons das vias catabolicas 
e os canalizam para aceptores universais de eletrons - nu- 
cleotideos de nicotinamida (NAD^ on NADP^) on nucleoti- 
deos de flavina (FMN on FAD) (ver Figuras 13-24, 13-27). 

Desidrogenases ligadas a nucleotideos de nicoti¬ 
namida catalisam reagoes reversiveis dos seguintes tipos 
gerais: 

Substrate reduzido + NAD^ 

substrate oxidado + NADH + 

Substrate reduzido + NADP^ v ^ 

substrate oxidado + NADPH + 

A maioria das desidrogenases que agem no catabolismo e 
especifica para NAD^ como aceptor de eletrons (Tabela 19- 
1). Algumas estao no citosol, outras estao nas mitocondrias 
e ainda outras tern isoenzimas mitocondriais e citosolicas. 

Desidrogenases ligadas ao NAD^ removem dois atomos de 
hidrogenio de sens substrates. Um deles e transferido como 
ion hidreto (:H~) ao NAD^; o outro e liberado como no 
meio (ver Figura 13-24). NADH e NADPH sao carregadores 


de eletrons soluveis em agua, que se associam reversivel- 
mente com desidrogenases. 0 NADH carrega eletrons das 
reagoes catabolicas ate sen ponto de entrada na cadeia respi¬ 
ratoria, 0 complexo da NADH-desidrogenase descrito a seguir. 
0 NADPH geralmente supre eletrons para reagoes anabolicas. 
As celulas mantem conjuntos separados de NADPH e NADH, 
com diferentes potenciais redox. Isso e alcangado mantendo- 
-se a razao de [forma reduzida] / [forma oxidada] relativa- 
mente alta para NADPH e relativamente baixa para NADH. 
Nenhum desses nucleotideos pode atravessar a membrana 
mitocondrial interna, mas os eletrons que eles carregam po- 
dem ser langados atraves dela indiretamente, como sera visto. 

Flavoproteinas contem um nucleotideo de flavina, 
FMN on FAD (ver Figura 13-27), muito fortemente ligado, 
as vezes de forma covalente. 0 nucleotideo de flavina oxi¬ 
dado pode aceitar um eletron (produzindo a forma semi- 
quinona) ou dois eletrons (produzindo FADHg ou FMNH 2 ). 
A transferencia de eletrons ocorre porque a flavoprotema 
tern um potencial de redugao maior do que o composto 
oxidado. Lembre-se de que o potencial de redugao e uma 
medida quantitativa da tendencia relativa de uma determi- 
nada especie quimica de aceitar eletrons em uma reagao 
de oxidagao-redugao (p. 530). 0 potencial de redugao pa- 
drao de um nucleotideo de flavina, ao contrario daquele 
de NAD ou NADP, depende da protema com a qual esta 
associado. Interagoes locais com grupos funcionais na pro¬ 
tema distorcem os orbitais de eletrons no anel de flavina, 
mudando as estabilidades relativas das formas reduzi- 
das e oxidadas. 0 potencial de redugao padrao relevante 
e, portanto, aquele da flavoprotema em particular e nao 
o do FAD ou do FMN isolados. 0 nucleotideo de flavina 
deve ser considerado parte do sitio ativo da flavoprotema, 
em vez de um reagente ou produto na reagao de trans¬ 
ferencia de eletrons. Como as flavoproteinas participam 
de transferences de um ou dois eletrons, elas servem de 


TABELA 19-1 


Algumas reaves importantes catalisadas por desidrogenases ligadas a NAD(P)H 


Rea^ao^ 

Ligadas ao NAD 

a-Cetoglutarato + CoA + NAD^ succinil-CoA + COg + NADH + 
L-Malato + NAD^ oxaloacetato + NADH + H^ 

Piruvato + CoA + NAD^ acetil-CoA + CO 2 + NADH + H^ 
Gliceraldeido-3-fosfato + Pj + NAD^ v ^ 1,3-bifosfoglicerato + NADH + H^ 
Lactato + NAD^ s ^ piruvato + NADH + H^ 
j8-Hidroxiacil-CoA + NAD^ j8-cetoacil-CoA + NADH + H^ 

Ligadas ao NADP 

Glicose-6-fosfato + NADP^ s ^ 6-fosfogliconato + NADPH + H^ 

L-Malato + NADP^ s ^ piruvato + CO 2 + NADPH + H^ 

Ligadas ao NAD ou ao NADP 

L-Glutamato + H 2 O + NAD(P)^ a-cetoglutarato + NH/ + NAD(P)H 
Isocitrato + NAD(P)^ v ^ a-cetoglutarato + CO 2 + NAD(P)H + H^ 


Localiza^ao^ 


M 

MeC 

M 

C 

C 

M 

C 

C 

M 

MeC 


* Estas reagoes e suas enzimas sao discutidas nos Capitulos 14 a 18. 
^ M designa mitocondria; C, citosol. 
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intermediarios entre reagoes nas quais dois eletrons sao 
doados (como em desidrogenagoes) e aquelas nas quais 
um eletron e cedido (como na redugao de uma quinona a 
hidroquinona, descrita a seguir). 

Os eletrons passam por uma serie de carregadores 
ligadosamembrana 

A cadeia respiratoria mitocondrial consiste em uma serie de 
carregadores que agem sequencialmente, sendo a maioria 
deles proteinas integrais com grupos prosteticos capazes 
de aceitar e doar um ou dois eletrons. Ocorrem tres tipos 
de transferencia de eletrons na fosforilagao oxidativa: (1) 
transferencia direta de eletrons, como na redugao de Fe^^ 
a Fe^^, (2) transferencia na forma de um atomo de hidro- 
genio (fF^ + e~), e (3) transferencia como um ion hidreto 
que tern dois eletrons. 0 termo equivalente redu- 
tor e usado para designar um unico eletron equivalente 
transferido em uma reagao de oxidagao-redugao. 

Alem do NAD e das flavoproteinas, outros tres tipos de 
moleculas carregadoras de eletrons funcionam na cadeia 
respiratoria: uma quinona hidrofobica (ubiquinona) e dois 
tipos diferentes de proteinas que contem ferro (citocromos 
e proteinas ferro-enxofre). A ubiquinona (tambem cha- 
mada de coenzima Q, ou simplesmente Q) e uma benzo- 
quinona soluvel em lipideos, com uma longa cadeia lateral 
isoprenoide (Figura 19-3). Os compostos intimamente 
relacionados, plastoquinona (de cloroplastos vegetais) e 
menaquinona (de bacterias) desempenham papeis analogos 
aquele da ubiquinona, carregando eletrons em cadeias de 
transferencia de eletrons associadas a membranas. A ubiqui¬ 
nona pode aceitar um eletron para se tornar o radical semi- 
quinona (’QH) ou dois eletrons para formar ubiquinol (QHg) 
(Figura 19-3) e, como os carregadores flavoproteinas, atuar 
na jungao entre um doador de dois eletrons e um aceptor de 
um eletron. Como a ubiquinona e pequena e hidrofobica, ela 
e livremente difusivel dentro da bicamada lipidica da mem- 
brana mitocondrial interna e capaz de movimentar equiva- 
lentes redutores entre outros carregadores de eletrons me- 
nos moveis na membrana. Alem disso, por carregar eletrons 
e protons, ela desempenha um papel central em acoplar o 
fluxo de eletrons ao movimento de protons. 

Os citocromos sao proteinas com absorgao caracte- 
risticamente forte de luz visivel, devido aos sens grupos 
prosteticos heme contendo ferro (Figura 19-4a). As mito- 
condrias tern tres classes de citocromos, designados a, b e 
c, distinguidos por diferengas em seus espectros de absor¬ 
gao de luz. Cada tipo de citocromo em seu estado reduzido 
(Fe^^) tern tres bandas de absorgao na faixa visivel (Figura 
19-4b). A banda de comprimento de onda mais longo e pro- 
xima de 600 nm em citocromos tipo a, proxima de 560 nm 
no tipo b e perto de 550 nm no tipo c. Para distinguir cito¬ 
cromos intimamente relacionados dentro de um determina- 
do tipo, a absorgao maxima exata algumas vezes e utilizada 
nos nomes, como no citocromo 

Os cofatores heme dos citocromos a e b sao fortemen- 
te, mas nao covalentemente, ligados as suas proteinas 
associadas; os hemes dos citocromos tipo c sao covalen¬ 
temente ligados por meio de residues de Cys (Figura 19- 
4). Da mesma maneira que no case das flavoproteinas, o 
potencial de redugao padrao do atomo de ferro do heme 




Radical semiquinona 
CQH) 


OH 



OH 


Ubiquinol (QH 2 ) 
(totalmente reduzido) 


FIGURA 19-3 Ubiquinona (Q ou coenzima Q). A redugao completa da 
ubiquinona requer dois eletrons e dois protons e ocorre em duas etapas por 
meio do intermediario, o radical semiquinona. 


de um citocromo depende de sua interagao com as ca¬ 
deias laterais da proteina, sendo, portanto, diferente para 
cada citocromo. Os citocromos dos tipos aeb e alguns do 
tipo c sao proteinas integrais da membrana mitocondrial 
interna. Uma excegao marcante e o citocromo c das mi- 
tocondrias, proteina soluvel que se associa com a superfi- 
cie externa da membrana interna por meio de interagoes 
eletrostaticas. 

Em proteinas ferro-enxofre, o ferro esta ausente 
no heme, mas encontra-se em associagao com atomos de 
enxofre inorganico, ou com atomos de enxofre dos resi- 
duos de Cys na proteina, ou com ambos. Esses centres de 
ferro-enxofre (Fe-S) variam de estruturas simples, com 
um unico atomo de Fe coordenado com quatro grupos 
Cys—SH, a centres Fe-S mais complexes, com dois ou 
quatro atomos de Fe (Figura 19-5). Proteinas ferro- 
-enxofre de Rieske (denominadas em homenagem a seu 
descobridor, John S. Rieske) sao uma variagao nesse tema, 
onde um atomo de Fe esta combinado com dois residues 
de His em vez de com residues de Cys. Todas as proteinas 
ferro-enxofre participam de transferences de um eletron, 
nas quais um atomo de ferro do aglomerado ferro-enxofre 
e oxidado ou reduzido. Pelo menos oito proteinas Fe-S 
funcionam na transferencia mitocondrial de eletrons. 0 
potencial de redugao das proteinas Fe-S varia de — 0,65 V 
a +0,45 V, dependendo do microambiente do ferro dentro 
da proteina. 

Na reagao global catalisada pela cadeia respiratoria 
mitocondrial, os eletrons se movem do NADH, succinato 
ou outro doador primario de eletrons, por flavoproteinas, 
ubiquinona, proteinas ferro-enxofre e citocromos e, final- 
mente, ao Og. Uma observagao dos metodos utilizados para 
determinar a sequencia em que os carregadores agem e in- 
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(a) 


CH3 


CH=CHo 


CH3 


N—Fe—N 

/ I \ 


/ 


CH2CH2C00" 


CH3 CH2CH2C00 
Ferro protoporfirina IX 
(em citocromos tipo b) 


CH 3 


S—Cys 

I 

CHCHo 





Cys-S 



CH2=CH 




^CHa 

CH3CH 

\ 





CH 3 


N—Fe—N 

/ I \ 


,CH3 


CHoCHoCOO' 


CH3 CH2CH2COO- 

Heme c 

(em citocromos tipo c) 



FIGURA 19-4 Grupos prosteticos dos citocromos. (a) Cada grupo consiste em quatro aneis 
de cinco membros contendo nitrogenio, em uma estrutura ciclica chamada de porfirina. Os qua¬ 
tro atomos de nitrogenio estao coordenados com urn ion central de Fe, Fe^^ ou Fe^^. A ferro 
protoporfirina IX e encontrada em citocromos tipo deem hemoglobina e mioglobina (ver Figura 
4-17). 0 heme c esta covalentemente ligado a proteina do citocromo c por meio de ligaqoes 
tioester a dois residues de Cys. Heme a, encontrado em citocromos tipo a, tern uma longa cauda 
isoprenoide ligada a urn dos aneis de cinco membros. 0 sistema conjugado de ligaqoes duplas 
(sombreado em cor salmao) do anel de porfirina tern eletrons deslocados que, de forma relativa, 
sao facilmente excitados por fotons com comprimentos de onda da luz visivel, o que explica a 
forte absorqao de luz por estes hemes (e compostos relacionados) na faixa visivel do espectro. 
(b) Espectro de absorqao do citocromo c (cit c) em sua forma oxidada (em azul) e reduzida (em 
vermelho). As bandas caracteristicas a, jS e y da forma reduzida estao marcadas. 



Comprimento de onda (nm) 


formativa, uma vez que as mesmas abordagens gerais foram 
utilizadas para estudar outras cadeias de transferencia de 
eletrons, como aquelas nos cloroplastos. 


Primeiro os potenciais de redugao padrao dos carre- 
gadores de eletrons individuals foram experimentalmente 
determinados (Tabela 19-2). Poderia ser esperado que os 



FIGURA 19-5 Centres de ferro-enxofre. Os centros Fe-S das proteinas 
ferro-enxofre podem ser tao simples como em (a), com urn unico ion de 
Fe cercado pelos atomos de S de quatro residuos de Cys. Outros centros in- 
cluem atomos de S tanto inorganicos quanto fornecidos por Cys, como em 
(b) centros 2Fe-2S ou em (c) centros 4Fe-4S. (d) A ferredoxina da cianobac- 
teria Anabaena 7120 tern um centro 2Fe-2S (PDB ID 1FRD); o Fe esta repre- 


sentado em vermelho, o S inorganico em amarelo e o S de Cys em cor de 
laranja. (Observe que nestas designaqoes apenas os atomos de S inorganico 
sao contados. Por exempio, no centro 2Fe-2S (b), cada ion de Fe e na verdade 
circundado por quatro atomos de S.) 0 potencial de reduqao padrao exato 
do ferro nestes centros depende do tipo de centro e de sua interaqao com 
a proteina associada. 
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TABELA19-2 


Potenciais de redu^ao padrao da cadeia respiratoria e de carregadores de eletrons relacionados 


Rea^ao redox (meia-rea^ao) 

2H^ + 2e“->H2 

NAD^ + + 2e"-> NADH 

NADP^ + + 2e“-> NADPH 

NADH-desidrogenase (FMN) + 2H^ + 2e~-> NADH-desidrogenase CFMNH 2 ) 

Ubiquinona + 2H^ + 2e~ -> ubiquinol 

Citocromo b (Fe^^) + e~ -> citocromo b (Fe^^) 

Citocromo (Fe^^) + e~ -citocromo (Fe^^) 

Citocromo c (Fe^^) + e~ -citocromo c (Fe^^) 

Citocromo a (Fe^^) + e~ -> citocromo a (Fe^^) 

Citocromo (Fe^^) + e~ -> citocromo (Fe^^) 

i02 + 2H^ + 2e"->H20 


r°(V) 

-0,414 

-0,320 

-0,324 

-0,30 

0,045 

0,077 

0,22 

0,254 

0,29 

0,35 

0,8166 


carregadores funcionassem em ordem crescente de poten- 
cial de redugao, porque os eletrons tendem a fluir espon- 
taneamente de carregadores de A''° menores para carrega¬ 
dores de£''° maiores. A ordem dos carregadores deduzida 
por este metodo e NADH ^ Q ^ citocromo b citocromo 
citocromo c citocromo a citocromo Og. 
Observe, no entanto, que a ordem dos potenciais de redu¬ 
gao padrao nao e necessariamente a mesma que a ordem 
de potenciais de redugao reais sob condigoes celulares, 
que depende das concentragoes das formas reduzidas e 
oxidadas (ver Equagao 13-5, p. 531). Um segundo metodo 
para determinar a sequencia de carregadores de eletrons 
envolve reduzir toda a cadeia de carregadores experimen- 
talmente, fornecendo uma fonte de eletrons, mas nenhum 
aceptor de eletrons (sem Og). Quando o Og e repentina- 
mente introduzido no sistema, a taxa com a qual cada 
carregador de eletrons se torna oxidado (medida espec- 
troscopicamente) revela a ordem em que os carregadores 
funcionam. 0 carregador mais proximo do Og (no final da 
cadeia) cede sen eletron primeiro, o segundo carregador 


contado a partir do final e o proximo a ser oxidado, e assim 
por diante. Tais experimentos confirmaram a sequencia 
deduzida a partir dos potenciais de redugao padrao. 

Em uma confirmagao final, agentes que inibem o fluxo 
de eletrons ao longo da cadeia foram usados em combina- 
gao com medidas do gran de oxidagao de cada carregador. 
Na presenga de Og e de um doador de eletrons, os carrega¬ 
dores que funcionam antes da etapa inibida ficam comple- 
tamente reduzidos, e aqueles que funcionam depois dessa 
etapa sao completamente oxidados (Figura 19-6). Usando 
diversos inibidores que bloqueiam diferentes etapas da ca¬ 
deia, os investigadores determinaram a sequencia inteira, a 
mesma deduzida nas duas primeiras abordagens. 

Os carregadores de eletrons atuam em complexes 
multienzimaticos 

Os carregadores de eletrons da cadeia respiratoria sao or- 
ganizados em complexes supramoleculares inseridos den- 
tro da membrana, podendo ser fisicamente separados. Um 


NADH 


rotenona 



Cytb 


Cytq 


Cytc 


Cyt {a + a^) \ -> O 2 


NADH ->Q 


antimidna A 



Cytq 


Cytc 


Cyt {o + a^) 


O 2 


NADH -> Q -> Cyt b -> Cyt -> Cyt c 

FIGURA 19-6 Metodo para a determina^ao da sequencia de carrega¬ 
dores de eletrons. Este metodo mede os efeitos de inibidores da transfe- 
rencia de eletrons no estado de oxidac^ao de cada carregador. Na presenga 
de um doador de eletrons e de O 2 , cada inibidor causa um padrao caracte- 


I CN ~ ou CO I 

0 

Cyt {a + a^) -> O 2 


ristico de carregadores oxidados/reduzidos: aqueles antes do bloqueio tor- 
nam-se reduzidos (em azul), e aqueles apos o bloqueio tornam-se oxidados 
(em corsalmao). 
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TABELA19-3 


Os componentes proteicos da cadeia mitocondrial de transferencia de eletrons 


Protema/complexo enzimatko Massa (kDa) Numero de subunidades^ 


I NADH-desidrogenase 

850 

43 (14) 

II Succinato-desidrogenase 

140 

4 

III Ubiquinona: citocromo c-oxidorredutase 

250 

11 

Citocromo 

13 

1 

IV Citocromo-oxidase 

160 

13 (3-4) 


*Nmnero de subiinidades em equivalentes bacterianos entre parenteses. 

^0 citocromo c nao e parte do complexo enzimatico; ele se move entre os complexos III e IV como protelna livremente soliivel. 


Grupo(s) prostetko(s) 

FMN, Fe-S 
FAD, Fe-S 
Hemes, Fe-S 
Heme 

Hemes; 0%, Cug 


leve tratamento da membrana mitocondrial interna com 
detergentes permite a separagao de quatro complexos car- 
regadores singulares, cada um capaz de catalisar a transfe¬ 
rence de eletrons por uma porgao da cadeia (Tabela 19-3; 
Figura 19-7). Os complexos I e II catalisam a transferencia 
de eletrons para a ubiquinona a partir de dois doadores de 
eletrons diferentes: NADH (complexo I) e succinato (com¬ 
plexo H). 0 complexo III carrega eletrons da ubiquinona 
reduzida para o citocromo c, e o complexo IV completa a 
sequence, transferindo eletrons do citocromo c para o Og. 

Agora serao estudados com mais detalhe a estrutura e a 
fungao de cada complexo da cadeia respiratoria mitocondrial. 

Complexo I: NADH a ubiquinona. A Figura 19-8 ilustra a relagao 
entre os complexos 1 e II e as enzimas da j8-oxidagao de aci- 
dos graxos e a ubiquinona. 0 complexo I, tambem chamado 

de NADH: ubiquinona-oxidorredutase ou NADH-desi- 
drogenase, e uma enzima grande, composta por 42 cadeias 
diferentes de polipeptideos, incluindo uma flavoproteina 
contendo FMN e pelo menos seis centres de ferro-enxofre. 
0 complexo I tern formate de L, com um brago do L na mem¬ 
brana e 0 outro se estendendo para a matriz. Conforme mos- 
trado na Figura 19-9, o complexo I catalisa dois processes 
simultaneos e obrigatoriamente acoplados: (1) a transferen¬ 
cia exergonica para a ubiquinona de um ion hidreto do NADH 
e de um proton da matriz, expressa por 

NADH + H"" + Q-> NAD"" + QH 2 (19-1) 

e (2) a transferencia endergonica de quatro protons da 
matriz para o espago intermembrana. 0 complexo I e, por- 
tanto, um bombeador de protons que utiliza a energia da 
transferencia de eletrons, e a reagao que ele catalisa e ve- 
torial: ela move protons em uma diregao especifica de um 
local (a matriz, que se torna negativamente carregada com 
a saida dos protons) a outro (o espago intermembrana, que 
se torna positivamente carregado). Para enfatizar a nature- 
za vetorial do processo, a reagao geral normalmente e escri- 
ta com subscritos que indicam a localizagao dos protons: P 
para o lado positivo da membrana interna (o espago inter¬ 
membrana) , N para o lado negativo (a matriz): 

NADH + 5 Hn + Q-^ NAD"" + QHg + 4 Hp ( 19 - 2 ) 

Amital (farmaco do tipo barbiturato), rotenona (produto 
vegetal comumente utilizado como inseticida) e piericidina 
A (antibiotico) inibem o fluxo de eletrons dos centros de 
ferro-enxofre do complexo I para a ubiquinona (Tabela 19- 
4) e, portanto, bloqueiam o processo global da fosforilagao 
oxidativa. 



Tratamento 
com digiton 


Fragmentos 
descartados 
da membrana 
externa 


ATP- 

■sintase 


osmotica 


da membrana 
interna V 

I 


Solubiliza^ao com detergente seguida 
de cromatografia de troca ionica 

I II III IV ATP- 

-sintase 




NADH Q Sue- Q 
cinato 












w 


Q Cite Cite O 2 ATP ADP 

+ 
Pi 


Reaches catalisadas por fra^oes isoladas in vitro 


FIGURA 19-7 Separa^ao dos complexos funcionais da cadeia respira¬ 
toria. Inicialmente, a membrana mitocondrial externa e removida por trata¬ 
mento com o detergente digitonina. Fragmentos da membrana interna sao 
entao obtidos por ruptura osmotica das mitocondrias, e os fragmentos sao 
suavemente dissolvidos em um segundo detergente. A mistura resultante de 
proteinas da membrana interna e separada por cromatografia de troca ionica 
em diferentes complexos (de I a IV) da cadeia respiratoria, cada um com sua 
composigao proteica singular (verTabela 19-3), e a enzima ATP-sintase (algu- 
mas vezes chamada de complexo V). Os complexos isolados de I a IV catalisam 
transferencias entres doadores (NADH e succinato), carregadores intermedia- 
rios (Q e citocromo c) e O 2 , conforme representado. In vitro, a ATP-sintase isola- 
da tern apenas atividade de hidrolise de ATP (ATPase) e nao de sintese de ATP. 
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Glicerol-3- Glicerol- 

-fosfato- -3-fosfato 



FIGURA19-8 Via dos eletrons de NADH, succinato, acil-CoA de acidos 
graxos e glicerof-3-fosfato para a ubiquinona. Ubiquinona (Q) e o pon- 
to de entrada para os eletrons derivados das reaqoes do citosol, a partir de 
reapoes de oxidapao dos acidos graxos e da oxidapao do succinato (no cicio 
do acido citrico). Os eletrons do NADH passam por uma flavoproteina com o 
cofator FMN e para uma serie de centres Fe-S (no complexo I) e, entao, para 
Q. Os eletrons do succinato passam por uma flavoproteina com o cofator 
FAD e de varies centres Fe-S (no complexo II) a caminho de Q. 0 glicerol-3- 
-fosfato doa eletrons a uma flavoproteina (glicerol-3-fosfato-desidrogenase) 
na face externa da membrana mitocondrial interna, de onde eles passam 
para Q. A acil-CoA-desidrogenase (a primeira enzima da j3-oxidapao) transfe- 
re eletrons a flavoproteina transferidora de eletrons (FTE), de onde eles pas¬ 
sam a Q por meio da FTE:ubiquinona-oxidorredutase. 



FIGURA 19-9 NADH:ubiquinona-oxidorredutase (complexo I). (PDB 
ID 3M9S) 0 complexo I (a estrutura cristalina da bacteria Thermus thermophi- 
lus e mostrada) catalisa a transferencia de urn ion hidreto de NADFI a EMN, de 
onde dois eletrons passam por uma serie de centres de Ee-S para o centre 
Ee-S N-2 no brapo da matriz do complexo. A transferencia de eletrons de N-2 
para a ubiquinona no brapo da membrana forma QFI 2 , que se difunde na bi- 
camada lipidica. Esta transferencia de eletrons tambem governa a expulsao 
da matriz de quatro protons por par de eletrons. 0 mecanismo detalhado 
que acopla a transferencia de eletrons e protons no complexo I ainda nao e 
conhecido, mas provavelmente envolve urn cicio Q similar ao do complexo 
III, onde QFI 2 participa duas vezes para cada par de eletrons (ver Eigura 19- 
12). 0 fluxo de protons produz urn potencial eletroquimico atraves da mem¬ 
brana mitocondrial interna (lado N negative, lado P positive). 


TABELA19-4 


Agentes que interferem com a fosforila^ao oxidativa ou com a fotofosforila^ao 


Tipo de interferenda 


Composto* 


Alvo/modo de a^ao 


Inibigao da transferencia de Cianeto | Inibem a citocromo-oxidase 

eletrons Monoxido de carbono f 


Amtimicina A 


Bloqueia a transferencia de eletrons do citocromo b ao citocromo 


Mixotiazol 
Rotenona 
Amital 
Piericidina A 


Impedem a transferencia de eletrons do centro Fe-S a ubiquinona 


DCMU Compete com Qg pelo sitio de ligagao do PSIl 


Inibigao da ATP-sintase 

Aurovertina 

Inibe F^ 


Oligomicina ' 

Venturicidina 

1 Inibem F^ e CF^ 


DCCD 

Bloqueia 0 fluxo de protons por F^ e CF^ 

Desacoplamento da fosfo- 

FCCP ; 

1 Carregadores hidrofobicos de protons 

rilagao da transferencia de 

DNP 

[ 

eletrons 

Valinomicina 

lonoforo 


Termogenina 

Em tecido adiposo marrom, forma poros condutores de protons na 
membrana mitocondrial interna 

Inibigao da troca ATP-ADP 

Atractilosideo 

Inibe a adenina-nucleotideo-translocase 


*DCMU e 3-(3,4-diclorofenil)-l,l-dtmetilureia; DCCD, diciclo-hexilcarbodiimida; FCCP, cianeto-p-trifluorometoxifenil-hidrazona; DNP, 2,4-dinitrofenol. 
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Complexo II: sucdnato a ubiquinona. 0 complexo II foi apre- 
sentado no Capitulo 16 como succinato-desidrogenase, 
a unica enzima do ciclo do acido citrico ligada a membrana 
Cp. 646). Embora menor e mais simples do que o complexo 
I, ele contem cinco gmpos prosteticos de dois tipos e qua- 
tro subunidades proteicas diferentes (Figura 19-10). As 
subunidades C e D sao protelnas integrals de membrana, 
cada uma com tres helices transmembrana. Elas contem 
um grupo heme, heme 5, e um sltio de ligagao para a ubiqui- 
nona, o aceptor final de eletrons na reagao catalisada pelo 
complexo II. As subunidades A e B se estendem para a ma- 
triz; elas contem tres centres 2Fe-2S, FAD ligado e um sltio 
de ligagao para o substrate, o succinate. A via de transfe- 
rencia de eletrons do sltio de ligagao do succinate a FAD e, 
entao, pelos centres Fe-S rumo ao sltio de ligagao de Q, tern 
mais de 40 A de comprimento, mas nenhuma das distancias 
individuais de transferencia de eletrons excede cerca de 11 
A - distancia razoavel para uma transferencia rapida de ele¬ 
trons (Figura 19-10). 

0 heme h do complexo II aparentemente nao esta na 
via direta de transferencia de eletrons; em vez disso, 
pode servir para reduzir a frequencia com que eletrons “va- 
zam” para fora do sistema, movendo-se do succinato ao oxi- 

Espa^o intermembrana 
dado P) 


Fosfatidiletanolamina 



FIGURA 19-10 Estrutura do complexo II (succinato-desidrogena¬ 
se). (PDB ID IZOY) Este complexo (aqui esta apresentada a enzima do co- 
rapao de porco) tern duas subunidades transmembrana, C e D: as extensoes 
citoplasmaticas contem as subunidades A e B. Logo atras de FAD na subuni- 
dade A esta o sitio de ligagao do succinato. A subunidade B tern tres conjun- 
tos de centres de Fe-S; ubiquinona e ligada a subunidade B; um heme b esta 
localizado entre as subunidade C e D. Duas moleculas de fosfatidiletanolami¬ 
na estao tao fortemente ligadas a subunidade D que aparecem na estrutura 
cristalina. Os eletrons se movem (setas azuis) do succinato ao FAD e, entao, 
atraves de tres centres de Fe-S, para a ubiquinona. 0 heme b nao esta na 
via principal da transferencia de eletrons, mas protege contra a formapao de 
especies reativas de oxigenio (ERO) por eletrons que saem da via. 


genio molecular para produzir as especies reativas de 
oxigenio (ERO) peroxido de hidrogenio (HgOg) e o radi¬ 
cal superoxido (’O 2 ), conforme descrito a seguir. Huma- 
nos com mutagoes pontuais nas subunidades do complexo 
II perto do heme b on do sltio de ligagao da quinona sofrem 
de paraganglioma hereditario. Essa condigao hereditaria e 
caracterizada por tumores benignos da cabega e do pesco- 
go, comumente no corpo carotldeo, orgao que percebe os 
nlveis de Og no sangue. Essas mutagoes resultam em maior 
produgao das ERO e talvez maior dano ao tecido durante a 
oxidagao do succinato. ■ 

Outros substratos das desidrogenases mitocondriais 
passam eletrons para a cadeia respiratoria no nlvel da ubi¬ 
quinona, mas nao pelo complexo II. 0 primeiro passo na 
/3-oxidagao da acil-CoA dos acidos graxos, catalisada pela 
flavoprotelna acil-CoA-desidrogenase (ver Figura 17-8), 
envolve a transferencia de eletrons do substrato para o FAD 
da desidrogenase e, entao, para a flavoprotelna transferido- 
ra de eletrons (FTE), que, por sua vez, passa sens eletrons 
a FTE:ubiquinona-oxidorredutase (Figura 19-8). Essa 
enzima transfere eletrons para a cadeia respiratoria redu- 
zindo a ubiquinona. 0 glicerol-3-fosfato, formado a partir 
do glicerol liberado pela quebra do triacilglicerol on pela 
redugao da di-hidroxiacetona-fosfato da glicolise, e oxidado 
pelaglicerol-3-fosfato-desidrogenase (ver Figura 17-4). 
Essa enzima e uma flavoprotelna localizada na face exter¬ 
na da membrana mitocondrial interna e, como a succinato- 
-desidrogenase e a acil-CoA-desidrogenase, ela canaliza 
eletrons para a cadeia respiratoria reduzindo ubiquinona 
(Figura 19-8). 0 importante papel da glicerol-3-fosfato- 
-desidrogenase em langar equivalentes redutores do NADH 
citosolico para a matriz mitocondrial e descrito na Segao 
19.2 (ver Figura 19-32). 0 efeito de cada uma dessas enzi- 
mas transferidoras de eletrons e contribuir para o conjunto 
(pool) de ubiquinona reduzida. 0 QHg de todas essas rea- 
goes e reoxidado pelo complexo III. 

Complexo III: ubiquinona para citocromo c. 0 proximo complexo 
respiratorio, 0 complexo III, tambem chamado de comple¬ 
xo de citocromo 6c ^ on ubiquinona: citocromo c-oxi- 
dorredutase, acopla a transferencia de eletrons do ubiqui- 
nol (QHg) para 0 citocromo c com 0 transporte vetorial de 
protons da matriz para 0 espago intermembrana. As deter- 
minagoes da estrutura completa desse enorme complexo 
(Figura 19-11) e do complexo IV (a seguir) por cristalogra- 
fia por raios X, realizada entre 1995 e 1998, foram marcos no 
estudo da transferencia mitocondrial de eletrons, fornecen- 
do a base estrutural para integrar as diversas observagoes 
bioqulmicas das fungoes dos complexos respiratorios. 

A unidade funcional do complexo III e um dlmero, com 
as duas unidades monomericas de citocromo b circundando 
uma “caverna” no meio da membrana, na qual a ubiquino¬ 
na fica livre para se mover do lado da matriz da membrana 
(sltio em um monomero) para o espago intermembrana 
(sltio Qp do outro monomero), a medida que ela langa ele¬ 
trons e protons atraves da membrana mitocondrial interna 
(Figura 19-1 lb). 

Com base na estrutura do complexo III e em estudos 
bioqulmicos detalhados das reagoes redox, um modelo ra¬ 
zoavel, o ciclo Q, foi proposto para a passagem de eletrons 
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FIGURA 19-11 Complexo de citocromo bc^ (complexo III). (PDB ID 
1BGY). 0 complexo e urn dimero de monomeros identicos, cada urn com 
11 subunidades diferentes. 0 centro funcional de cada monomero e cons- 
tituido portres subunidades: citocromo b (em verde) com seus dois hemes 
e bj; a proteina ferro-enxofre de Rieske (em purpura) com seus dois cen- 
tros de 2Fe-2S; e o citocromo c^ (em azul) com seu heme. Este desenho do 
complexo mostra como o citocromo c^ e a proteina ferro-enxofre de Rieske 
projetam-se da superficie P e podem interagir com o citocromo c (que nao 
faz parte do complexo funcional) no espapo intermembrana. 0 complexo 
tern dois sitios de ligapao distintos para ubiquinona, e Qp, que correspon- 
dem aos sitios de inibipao por dois farmacos que bloqueiam a fosforilapao 
oxidativa. Antimicina A, que bloqueia o fluxo de eletrons do heme b^ para 
Q, liga-se a Q^, perto do heme b^ no lado N (matriz) da membrana. Mixotia- 
zol, que impede o fluxo de eletrons de QH 2 para a proteina ferro-enxofre de 
Rieske, liga-se a Q perto do centro de 2Fe-2S e ao heme b^ no lado R A estru- 
tura dimerica e essencial para o funcionamento do complexo III. A interface 
entre os monomeros forma duas cavernas, cada uma contendo urn sitio Qp 
de urn monomero e urn sitio do outro. Os intermediarios da ubiquinona 
movimentam-se dentro dessas cavernas protegidas. 

0 complexo III cristaliza-se em duas conformapoes distintas (nao mos- 
tradas). Em uma, o centro de Ee-S de Rieske esta proximo ao seu aceptor 
de eletrons, o heme do citocromo c^, mas relativamente distante do cito¬ 
cromo d e do sitio de ligapao de QH 2 , no qual centro de Fe-S de Rieske 
recebe eletrons. Na outra, o centro de Fe-S se afastou do citocromo e 
se aproximou do citocromo b. Acredita-se que a proteina de Rieske oscile 
entre essas duas conformapoes, a medida que e primeiramente reduzida e 
depois oxidada. 


e protons pelo complexo. A equagao resultante para as rea- 
goes redox do ciclo Q (Figura 19-12) e 

QH 2 + 2 cit Cj (oxidado) + 2 -> 

Q + 2 cit Cj (reduzido) + 4 H’^p (19-3) 

0 ciclo Q acomoda a troca entre o carregador de dois ele¬ 
trons ubiquinol (a forma reduzida da ubiquinona) e os car- 
regadores de um eletron - hemes e do citocromo b e 
citocromos e c - e resulta na absorgao de dois protons 
no lado N e a liberagao de quatro protons no lado P por par 


de eletrons que passa para o citocromo c pelo complexo 
III. Dois dos protons liberados no lado P sao eletrogeni- 
cos; os outros dois sao eletroneutros, balanceados pelas 
duas cargas (eletrons) passadas ao citocromo c no lado 
P. Embora a via de eletrons por esse segmento da cadeia 
respiratoria seja complicada, o efeito resultante da trans¬ 
ference e simples: QH 2 e oxidado a Q, duas moleculas de 
citocromo c sao reduzidas, e protons sao movidos do lado 
P para o lado N. 


Espa^o 

intermembrana (^itc \ Cite ^ 



Matriz 
(lado N) 


Citocromo b 


2 H+ 


2 H+ 


(lado P) 


Cit Ct 


QH2 + Q + cit Cl (oxidado) -> 

Q + *Q~ + 2Hp + cit Cl (reduzido) 


QH2+*Q + 2 Hn + cit Cl (oxidado) -S' 

Q + 2Hp + QH2 + cit Cl (reduzido) 


j 


FIGURA 19-12 O ciclo Q apresenta- 
do em dois estagios. A via de eletrons 
pelo complexo III e mostrada por setas 
azuis. 0 movimento de varias formas de 
ubiquinona e ilustrado com setas pretas. 
No primeiro estagio (a esquerda), Q no 
lado N e reduzida ao radical semiquino- 
na, que retorna a sua posiqao para acei- 
tar outro eletron. No segundo estagio (a 
direita), o radical semiquinona e conver- 
tido a QH 2 . Enquanto isto, no lado P da 
membrana, duas moleculas de QH 2 sao 
oxidadas a Q, liberando dois protons por 
molecula de Q (quatro protons ao todo) 
para o espaqo intermembrana. Cada QH 2 
doa um eletron (por meio do centro de 
Fe-S de Rieske) para o citocromo q e um 
eletron (via citocromo b) para a molecula 
de Q proxima ao lado N, reduzindo-a em 
duas etapas a QH 2 . Esta reduqao tambem 
consome dois protons por molecula de 
Q, os quais sao retirados da matriz (lado 
N). 0 cit cl passa um eletron por vez ao 
cit c, que se dissocia e carrega eletrons ao 
complexo IV. 


Equagao resultante: QH 2 + 2 cit Ci (oxidado) + 2 Hn 


Q -E 2 cit Cl (reduzido) + 4Hp 
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0 citocromo c e uma protema soluvel do espago inter- 
membrana. Depois que seu unico heme aceita um eletron 
do complexo III, o citocromo c move-se para o complexo IV 
para doar o eletron para um centro de cobre binuclear. 

Complexo IV: citocromo c para O 2 . Na etapa final da cadeia res- 
piratoria, o complexo IV, tambem chamado de citocromo- 
-oxidase, carrega eletrons do citocromo c para o oxigenio 
molecular, reduzindo-o a H 2 O. 0 complexo IV e uma enzima 
grande (13 subunidades; 204.000) da membrana mito- 
condrial interna. As bacterias contem uma forma bem mais 
simples, com apenas tres on quatro subunidades, mas ainda 
capaz de catalisar tanto a transferencia de eletrons quanto 
o bombeamento de protons. A comparagao dos complexos 
mitocondrial e bacteriano sugere que tres subunidades sao 
essenciais para a fungao (Figura 19-13). 


(b) 



FIGURA 19-13 Estrutura da citocromo-oxidase (complexo IV). Este 
complexo de mitocondrias bovinas tern 13 subunidades, mas apenas qua¬ 
tro proteinas centrals sao mostradas aqui (PDB ID lOCC). (a) Complexo IV, 
com quatro subunidades em cada uma das duas unidades identicas de um 
dimero. A subunidade I (em amarelo) tern dois grupos heme, a e perto de 
um unico ion cobre, Cug (nao visivel aqui). Heme c /3 e Cu^ formam um centro 
binuclear Fe-Cu. A subunidade II (em purpura) contem dois ions Cu comple- 
xados com os grupos -SH de dois residuos de Cys em um centro binuclear, 
CU;^, que lembra os centros de 2Fe-2S das proteinas ferro-enxofre. 0 centro 
binuclear e o sitio de ligaqao ao citocromo c estao localizados em um domi- 
nio da subunidade II que se projeta do lado P da membrana interna (para o 
espaqo intermembrana). A subunidade III (em azul-claro) e essencial para o 
rapido movimento de protons pela subunidade II. 0 papel da subunidade 
IV (em verde) ainda nao e conhecido. (b) Centro binuclear de Cu^^. Os ions 
Cu partilham eletrons igualmente. Quando o centro esta reduzido, os ions 
tern as cargas formais Cu^^Cu^^; quando oxidado, Cu^'^^Cu^'^^. Seis residuos 
de aminoacidos sao ligantes ao redor dos ions Cu: dois de His, dois de Cys, 
Glu e Met. 


A subunidade II mitocondrial contem dois ions cobre 
complexados com os grupos —SH de dois residuos de Cys 
em um centro binuclear (Cu^; Figura 19-13b) que lembra 
os centros de 2Fe-2S das proteinas ferro-enxofre. A subuni¬ 
dade I contem dois grupos heme, designados a e ag, e um 
outro ion cobre (Cug). Heme e Cug formam um segundo 
centro binuclear que aceita eletrons de heme a e os transfe- 
re ao Og ligado ao heme ag. 

A transferencia de eletrons pelo complexo IV da-se do 
citocromo c para o centro de Cu^^, para o heme a, para o 
centro de heme ag-Cug e, finalmente, para o Og (Figura 19- 
14). Para cada quatro eletrons que passam por complexo, a 
enzima consome quatro “substratos” H"^ da matriz (lado N) 
na conversao de Og a 2 H 2 O. Ela tambem usa a energia dessa 
reagao redox para bombear um proton para fora em diregao 
ao espago intermembrana (lado P) para cada eletron que 


/ 4 Cit c ' 

r I 

r J 



FIGURA 19-14 Via dos eletrons pelo complexo IV. As tres proteinas cru- 
ciais para o fluxo de eletrons sao as subunidades I, II e III. A estrutura maior 
em verde inclui outras 10 proteinas do complexo. A transferencia de eletrons 
pelo complexo IV inicia com o citocromo c (parte superior). Duas moleculas 
de citocromo c reduzido doam, cada uma, um eletron para o centro binu¬ 
clear CU;^. Deste, os eletrons passam pelo heme o para o centro de Fe-Cu 
(citocromo e Cug). 0 oxigenio agora se liga ao heme a^e e reduzido a seu 
derivado peroxido (O 2 ”, nao mostrado aqui) por dois eletrons do centro de 
Fe-Cu. A chegada de mais dois eletrons a partir do citocromo c (parte supe¬ 
rior, perfazendo quatro eletrons ao todo) converte o O 2 ” em duas moleculas 
de agua, com o consumo de quatro protons ("substrato") da matriz. Ao mes- 
mo tempo, quatro protons sao bombeados da matriz por um mecanismo 
ainda indeterminado. 
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passa, contribuindo para o potencial eletroquimico produ- 
zido pelo transporte de protons possibilitado pela energia 
dessas reagoes redox pelos complexos I e III. A reagao geral 
catalisada pelo complexo IV e 

4 cit c (reduzido) + 8H ^ + Og-> 

4 cit c (oxidado) + 4Hp + 2 H 2 O (19-4) 

Esta redugao do Og por quatro eletrons envolve centros re¬ 
dox que carregam apenas um eletron por vez, e ela deve 
ocorrer sem a liberagao de intermediaries que nao sao 
completamente reduzidos, como peroxide de hidrogenio 
on radicais livres hidroxila - especies muito reativas que 
danificariam os componentes celulares. Os intermediaries 
permanecem fortemente ligados ao complexo, ate serem 
completamente convertidos em agua. 

Os complexos mitocondriais podem se associar em 
respirassomos 

Existe evidencia experimental crescente de que, nas mito- 
condrias intactas, os complexos respiratorios se associam 
firmemente uns com os outros na membrana interna para 
formar respirassomos, combinagoes funcionais de dois 
on mais complexos de transferencia de eletrons diferen- 
tes. Por exemplo, quando o complexo III e gentilmente 
extraido das membranas mitocondriais, verifica-se que ele 
esta associado com o complexo I e permanece associado 
durante eletroforese leve. Supercomplexos do complexo III 
e IV tambem podem ser isolados e, quando vistos por mi- 
croscopia eletronica, tern o tamanho e a forma certos para 
acomodar as estruturas cristalinas de ambos os complexos 
(Figura 19-15). Proteinas de uma familia sintetizadas sob 
o controle do fator hipoxia-induzivel FHI sao encontradas 
associadas aos respirassomos e podem ser essenciais a sua 
formagao e estabilidade. 0 FHI media mudangas na compo- 
sigao do complexo IV sob condigoes hipoxicas (Figura 19- 
34). A cinetica do fluxo de eletrons pela serie de complexos 
respiratorios seria muito diferente nos dois casos extremos 
de firme associagao versus nao associagao: (1) se os com¬ 
plexos fossem firmemente associados, as transferencias de 
eletrons ocorreriam essencialmente atraves de um estado 
solido; e (2) se os complexos funcionassem separadamente, 
os eletrons seriam carregados entre eles pela ubiquinona e 
o citocromo c. A evidencia cinetica sustenta a transferencia 
de eletrons atraves de um estado solido e, portanto, o mo- 
delo do respirassomo. 

A cardiolipina, o lipideo especialmente abundante na 
membrana mitocondrial interna (ver Figuras 10-9 e 11-2), 
pode ser essencial para a integridade dos respirassomos; 
sua remogao com detergentes on sua ausencia em certos 
mutantes de leveduras resulta em transferencia anormal de 
eletrons e em uma perda de afinidade entre os complexos 
respiratorios. 

A energia da transferencia de eletrons e eficazmente 
conservada em um gradiente de protons 

A transferencia de dois eletrons do NADH, por meio da cadeia 
respiratoria, para 0 oxigenio molecular pode ser escrita como 

NADH + H"" + IO 2 -^ NAD^ + HgO (19-5) 



FIGURA 19-15 Um suposto respirassomo composto por complexos 

III e IV. (a) Supercomplexos purificados contendo complexos III e IV de 
levedura, visualizados por microscopia eletronica depois de corados com 
acetato de uranila. As densidades eletronicas de centenas de imagens fo- 
ram utilizadas para compor esta visualizapao media, (b) As estruturas por 
raios X de uma molecula do complexo III (em vermelho; de leveduras) e de 
duas do complexo IV (em verde; de corapao bovino) puderam ser ajustadas 
ao mapa de densidade eletronica para sugerir um possivel modo de intera- 
pao destes complexos em um respirassomo. Esta visualizapao esta no piano 
da bicamada (em amarelo). 


Esta reagao resultante e altamente exergonica. Para o par 
redox NADVNADH, E'° e —0,320 V, e, para o par Og/HgO, 
e 0,816 V. 0 para esta reagao e, portanto, 1,14 V, 
e a variagao na energia livre padrao (ver Equagao 13-7, p. 
531) e 

AG'° = -?z JAA'° (19-6) 

= -2(96,5 kJA^-mol)(l,14 V) 

= -220 kJ/mol (de NADH) 

Esta variagao na energia livre padrao tern como base a 
pressuposigao de concentragoes iguais (1 m) de NADH e de 
NAD^. Em mitocondrias que respiram ativamente, as agoes 
de muitas desidrogenases mantem a razao [NADH]/[NAD'^] 
real bem acima da unidade, e a variagao real da energia li¬ 
vre para a reagao mostrada na Equagao 19-5 e, portanto, 
substancialmente maior (mais negativa) do que -220 kJ/ 
mol. Um calculo similar para a oxidagao do succinato mos- 
tra que a transferencia de eletrons do succinato (A'° para 
fumarato/succinato = 0,031 V) para o Og tern uma variagao 
na energia livre padrao menor, mas ainda negativa, de cerca 
de -150 kJ/mol. 

A maior parte dessa energia e usada para bombear pro¬ 
tons para fora da matriz. Para cada par de eletrons trans- 
ferido para o Og, quatro protons sao bombeados para fora 
pelo complexo I, quatro pelo complexo III e dois pelo com- 
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NADH + H+ NAD+ 


FIGURA 19-16 Resumo do fluxo de eletrons e protons pelos quatro 
complexes da cadeia respiratoria. Os eletrons chegam a Q por meio 
dos complexos I e II. A Q reduzida (QH 2 ) serve como carregador movel de 
eletrons e protons. Ela passa eletrons ao complexo III, que os passa a outro 
elemento movel de ligagao, o citocromo c. 0 complexo IV entao transfere 
eletrons do citocromo c reduzido ao O 2.0 fluxo de eletrons pelos complexos 
I, III e IV e acompanhado pelo fluxo de protons da matriz ao espago inter¬ 


membrana. Lembre-se de que os eletrons da jS-oxidagao de acidos graxos 
tambem podem entrar na cadeia respiratoria por meio de Q (ver Figura 19- 
8). As estruturas mostradas aqui sao de varias fontes: complexo I, Thermus 
thermophilus (PDB ID 3M95); complexo II, coragao porcino (PDB ID IZOY); 
complexo III, coragao bovino (PDB ID 1BGY); citocromo c, coragao equino 
(PDB ID 1HRC); complexo IV, coragao bovino (PDB ID 10CC). 


plexo IV (Figura 19-16). A equagao vetorial para o pro- 
cesso e, portanto, 

NADH + llHt, + ^02 ^ NAD'" + lOHp + HgO (19-7) 

A energia eletroqmmica inerente a essa diferenga na con- 
centragao de protons e separagao de cargas representa 
uma conservagao temporaria de grande parte da energia 
da transferencia de eletrons. A energia estocada nesse 
gradiente, chamada de forga proton-motriz, tern dois 
componentes: (1) a energia potencial quimica, devido 
a diferenga de concentragao de uma especie quimica (H"^) 
nas duas regioes separadas pela membrana; e (2) a ener¬ 
gia potencial eletrica, que resulta da separagao de cargas 
quando um proton se move atraves da membrana sem um 
contra-ion (Figura 19-17). 

Conforme foi mostrado no Capitulo 11, a variagao de 
energia livre para a criagao de um gradiente eletroqnimico 
por uma bomba de ions e 

AG =RT\n(C2/C0 ^ ZJAiff (19-8) 

onde Cg e sao as concentragoes de um ion em duas re¬ 
gioes, e Cg > Cp Z e o valor absoluto de sua carga eletrica 
(1 para um proton); e Ai// e a diferenga transmembrana no 
potencial eletrico, medida em volts. 

Para protons a 25°C, 

In (C^/C,) - 2,3(log [H Ip - log 

= 2,3CpHn - pHp) = 2,3 ApH 


e a Equagao 19-8 se reduz a 

AG = 2,3RT ApH + JAi// (19-9) 

= (5,70 kJ/mol) ApH + (96,5 kJA^ * mol) Aijj 

Em mitocondrias que respiram ativamente, o Ai// medido 
e de 0,15 a 0,20 V, e o pH da matriz e cerca de 0,75 unidade 
mais alcalino do que aquele do espago intermembrana. 

LadoP 

[HHp = C2 H+ H+ H+ H+ H+ H+ H+ 



AG = RT In (C 2 /C 1 ) + ZJAiff 
= A^^ +1 Aiff 

FIGURA 19-17 For^a proton-motriz. A membrana mitocondrial interna 
separa dois compartimentos de diferentes [H3, resultando em diferengas na 
concentragao quimica (ApH) e na distribuigao de cargas (Ai//) atraves da mem¬ 
brana. 0 efeito resultante e a forga proton-motriz (AG), que pode ser calculada 
como aqui apresentado. Isto e explicado de forma mais completa no texto. 
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PROBLEMA RESOLVID019-1 Energetica da transferencia de eletrons 


Calcule a quantidade de energia conservada no gradiente 
de protons atraves da membrana mitocondrial interna por 
par de eletrons transferido atraves da cadeia respiratoria do 
NADH ao oxigenio. Assuma que Ai// edeO,15Vea diferen- 
ga de pH e de 0,75 unidade. 

Solu^ao: A Equagao 19-9 fornece a mudanga de energia li- 
vre quando um mol de protons se move atraves da mem¬ 
brana interna. Substituindo os valores medidos para ApH 
(0,75 unidades) e Ai// (0,15 V) nesta equagao, encontra-se 
um AG = 19 kJ/mol (de protons). Como a transferencia de 
dois eletrons do NADH ao Og e acompanhada pelo bombea- 
mento para fora de 10 protons (Equagao 19-7), aproxima- 
damente 200 kJ (dos 220 kJ liberados pela oxidagao de 1 
mol de NADH) sao conservados no gradiente de protons. 


Quando os protons fluem espontaneamente a favor de 
sen gradiente eletroquimico, energia se faz disponivel para 
realizar trabalho. Em mitocondrias, cloroplastos e bacterias 
aerobias, a energia eletroquimica do gradiente de protons 
impulsiona a sintese de ATP a partir de ADP e P^. Mais de- 
talhes sobre energetica e estequiometria da sintese de ATP 
propiciada pelo potencial eletroquimico do gradiente de 
protons podem ser encontrados na Segao 19.2. 

Especies reativas de oxigenio sao geradas durante a 
fosforila^o oxidativa 

Diversas etapas na via de redugao do oxigenio em mitocon¬ 
drias tern o potencial de produzir radicais livres altamente 
reativos, que podem danificar as celulas. A passagem de 
eletrons de QH 2 ao complexo III e a passagem de eletrons 
dos complexos I e II ao QH 2 envolvem o radical *Q~ como 
intermediario. 0 pode, com baixa probabilidade, passar 
um eletron ao O 2 na reagao 

O 2 T Q —^ O 2 

0 radical livre superoxido assim gerado e altamente reativo; 
sua formagao tambem leva a produgao do radical livre hi- 
droxila, *OH, ainda mais reativo (Figura 19-18). 

Especies reativas de oxigenio podem provocar series 
danos, reagindo com enzimas, lipideos de membranas e aci- 
dos nucleicos e os danificando. Em mitocondrias que res- 
piram ativamente, de 0,1 ate 4% do oxigenio utilizado na 
respiragao formam 'Og - mais do que suficiente para ter 
efeitos letais, a nao ser que o radical livre seja rapidamente 
descartado. Fatores que diminuem a velocidade de fluxo de 
eletrons pela cadeia respiratoria aumentam a formagao de 
superoxido, talvez por prolongarem o tempo de vida do *0^ 
gerado no ciclo Q. A formagao de ERO e favorecida quando 
duas condigoes sao satisfeitas: (a) as mitocondrias nao es- 
tao produzindo ATP (por falta de ADP on de O 2 ) e, portan- 
to, tern grande forga proton-motriz e elevada razao QH 2 /Q 
e (b) e ha uma alta razao NADH/NAD"^ na matriz. Nessas 
situagoes, a mitocondria esta sob estresse oxidativo - ha 
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FIGURA 19-18 Formagao de ERO nas mitocondrias e defesas mito- 
condriais. Quando a taxa de entrada de eletrons na cadeia respiratoria 
e a taxa de transferencia de eletrons ao longo da cadeia nao sao coorde- 
nadas, a produgao do radical superoxido (*0)) aumenta nos complexos I 
e III a medida que o radical ubiquinona parcialmente reduzido (*Q”) doa 
um eletron para o O 2 . 0 superoxido atua sobre a aconitase, uma proteina 
4Fe-4S, para liberar Fe^^. Na presenga de Fe^^, a reagao de Fenton leva a 
formagao do radical livre hidroxila (*OH), fortemente reativo. As reagoes 
mostradas em azul defendem a celula contra os efeitos danosos do su¬ 
peroxido. A glutationa reduzida (GSH; ver Figura 22-29) doa eletrons para 
a redugao de H 2 O 2 e dos residuos oxidados de Cys (-S-S-) de enzimas e 
outras proteinas, e GSH e regenerada a partir da forma oxidada (GSSG) por 
redugao utilizando NADPH. 


mais eletrons disponiveis para entrar na cadeia respiratoria 
do que aquele numero que pode imediatamente atraves- 
sar ate o oxigenio. Quando o suprimento de doadores de 
eletrons (NADH) e equiparado aquele de aceptores de ele¬ 
trons, existe menos estresse oxidativo e a produgao de ERO 
e muito reduzida. Embora a superprodugao de ERO seja 
obviamente prejudicial, baixos niveis de ERO podem ser 
usados pela celula como um sinal que reflete o suprimento 
insuficiente de oxigenio (hipoxia), desencadeando ajustes 
metabolicos (ver Figura 19-34). 

Para impedir o dano oxidativo induzido pelo 'Og, as ce¬ 
lulas tern diversas formas da enzima superoxido-dismuta- 
se, que catalisa a reagao 

2 '0“ + 2H^ ^ H2O2 + O2 

0 peroxido de hidrogenio (H 2 O 2 ) assim gerado torna-se 
inofensivo pela agao da glutationa-peroxidase (Figura 
19-18). A glutationa redutase recicla a glutationa oxidada 
em sua forma reduzida, usando eletrons do NADPH ge¬ 
rado pela nicotinamida-nucleotideo-transidrogenase (na 
mitocondria) ou pela via das pentoses-fosfato (no citosol; 
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3UADR019-1 K 


uQMB Plantas quentes e mal-cheirosas e vias respiratorias alternativas 


Muitas plantas com flor atraem insetos polinizadores li- 
berando moleculas odoriferas que imitam as fontes na¬ 
turals de alimento dos insetos on os locals potenciais de 
oviposigao. Plantas polinizadas por moscas on besouros 
que normalmente se alimentam on depositam sens ovos 
em esterco on carniga algumas vezes usam compostos de 
odor desagradavel para atrair esses insetos. 

Uma famllia de plantas com odor desagradavel e a 
Araceae, que inclui filodendros, anturios e Symplocar- 
pus. Essas plantas tern flores muito pequenas, densa- 
mente arranjadas em uma estrutura ereta, o espadice, 
circundado por uma folha modificada, a espata. 0 espa¬ 
dice libera odores de came podre on de esterco. Antes 
da polinizagao, o espadice tambem aquece, em algumas 
especies chegando ate 20 a 40°C acima da temperatura 
ambiente. A produgao de calor (termogenese) ajuda a 
evaporar moleculas odoriferas para melhor dispersao e, 
como came apodrecida e esterco normalmente sao mor- 
nos devido ao mecanismo hiperativo de microrganismos 
saprofiticos, o calor por si so tambem pode atrair os in¬ 
setos. No caso do Symplocarpus do leste (Figura Q-1), 
que floresce no fim do inverno on no inicio da primavera, 
quando a neve ainda cobre o chao, a termogenese permi- 
te ao espadice crescer em meio a neve. 

Como e que o Symplocarpus aquece o espadice? As 
mitocondrias das plantas, dos fungos e dos eucariotos 



FIGURA Q-1 Symplocorpus foetidus do leste. 


unicelulares tern sistemas de transferencia de eletrons 
essencialmente iguais aos dos animals, mas tambem tern 
uma via respiratoria alternativa. Uma QHg-oxidase resis- 
tente ao cianeto transfere eletrons do pool de ubiquino- 
na diretamente ao oxigenio, contornando as duas etapas 
translocadoras de protons dos complexos III e IV (Figura 
Q-2). A energia que poderia ser conservada como ATP e, 
em vez disso, liberada como calor. As mitocondrias vege- 
tais tambem tern uma NADH-desidrogenase alternativa, 
insensivel a rotenona, que inibe o complexo I (ver Tabela 


V. 


ver Figura 14-21). A glutationa reduzida tambem serve 
para manter os grupos sulfidril das proteinas em seu es- 
tado reduzido, impedindo alguns dos efeitos deleterios do 
estresse oxidativo (Figura 19-18). A nicotinamida-nucle- 
otideo-transidrogenase e crucial nesse processo: ela pro- 
duz o NADPH, essencial para a atividade da glutationa- 
-redutase. 

As mitocondrias vegetais tern mecanismos alternativos 
para oxidar NADH 

As mitocondrias vegetais suprem a celula com ATP durante 
periodos de baixa iluminagao ou escuridao por mecanismos 
completamente analogos aqueles usados por organismos 
nao fotossinteticos. Na luz, a principal fonte de NADH mi- 
tocondrial e uma reagao em que glicina, produzida por um 
processo conhecido como fotorrespiragao, e convertida em 
serina (ver Figura 20-21): 

2 Glicina + NAD^-> 

serina + CO^ + NHg + NADH + H"" 

Por razoes discutidas no Capitulo 20, as plantas precisam 
realizar esta reagao mesmo quando elas nao precisam de 
NADH para a produgao de ATP. Para regenerar NAD^ a par- 
tir de NADH desnecessario, as mitocondrias das plantas (e 
de alguns fungos e protistas) transferem eletrons do NADH 
diretamente a ubiquinona e da ubiquinona diretamente 


para o Og, desviando dos complexos III e IV e suas bombas 
de protons. Nesse processo, a energia do NADH e dissipa- 
da como calor, que algumas vezes pode ser de valor para a 
planta (Quadro 19-1). Ao contrario da citocromo-oxidase 
(complexo IV), a QHg-oxidase alternativa nao e inibida por 
cianeto. A oxidagao de NADH resistente a cianeto e, por- 
tanto, o aspecto marcante dessa via singular de transferen¬ 
cia de eletrons das plantas. 

RESUMO 19.1 Reaves de transferencia de eletrons em 
mitocondrias 

► A teoria quimiosmotica fornece o arcabougo intelectual 
para o entendimento de muitas transdugoes biologicas 
de energia, incluindo a fosforilagao oxidativa e a foto- 
fosforilagao. 0 mecanismo de acoplamento energetico 
e similar em ambos os casos: a energia do fluxo de ele¬ 
trons e conservada pelo bombeamento concomitante de 
protons atraves da membrana, produzindo um gradiente 
eletroquimico, a forga proton-motriz. 

► Em mitocondrias, ions hidreto removidos de substrates 
(como a-cetoglutarato e malato) por desidrogenases li- 
gadas ao NAD doam eletrons para a cadeia respiratoria 
(transportadora de eletrons), que transfere os eletrons 
para o Og molecular, reduzindo-o a HgO. 

► Equivalentes redutores do NADH sao passados por uma 
serie de centres de Fe-S ate a ubiquinona, que transfe- 









PRINCIPIOS DE BlOQUIMICA DE LEHNINGER 747 



NAD(P)H- 

-desidrogenase 

externa 


NAD(P)- 


NAD(P)H 


NADH NAD' 


Oxidase 

alternative 


Calor 


19-4). Essa desidrogenase transfere eletrons do NADH 
na matriz diretamente a ubiquinona, contornando o com- 
plexo I e o bombeamento de protons a ele associado. As 
mitocondrias vegetais tern ainda outra NADH-desidroge- 
nase, na face externa da membrana interna, que trans¬ 
fere eletrons do NADPH on do NADH no espago inter- 
membrana para a ubiquinona, novamente contornando o 
complexo 1. Assim, quando os eletrons entrant na via res- 


piratoria alternativa por meio da NADH-desidrogenase 
insensivel a rotenona, da NADH-desidrogenase externa 
on da succinato-desidrogenase (complexo II), e passam 
para o Og pela oxidase alternativa resistente ao cianeto, a 
energia nao e conservada como ATP, mas e liberada como 
calor. Um Symplocarpus pode usar o calor para derreter 
a neve, produzir um cheiro fetido on atrair besouros on 
moscas. 


FIGURA Q-2 Carregadores de eletrons da membrana interna de mito- nas mitocondrias animais, ou por carregadores alternativos especificos 

condrias vegetais. Os eletrons podem fluir pelos complexos I, III e IV, como das plantas, pelas vias mostradas pelas setas azuis. 

_ > 


NADH- 

Espa^o -desidrogenase 

intermembrana alternativa 
dado P) 


Matriz 
dado N) 


re os eletrons ao citocromo 5, o primeiro carregador do 
complexo III. Nesse complexo, os eletrons seguem duas 
vias separadas por meio de dois citocromos do tipo b e 
do citocromo para um centro de Fe-S. 0 centre de 
Fe-S passa eletrons, um de cada vez, pelo citocromo c 
para o complexo IV, a citocromo-oxidase. Essa enzima, 
que, alem de center cobre, tambem contem citocromos 
a e ttg, acumula eletrons e entao os passa ao Og, reduzin- 
do-o a HgO. 

► Alguns eletrons entram nesta cadeia de carregadores 
por vias alternativas. 0 succinate e oxidado pela suc¬ 
cinato-desidrogenase (complexo II), que contem uma 
flavoproteina que passa eletrons por varies centres de 
Fe-S ate a ubiquinona. Eletrons derivados da oxidagao 
de acidos graxos passam para a ubiquinona por meio da 
flavoproteina transferidora de eletrons. 

► Especies reativas de oxigenio potencialmente danosas 
produzidas nas mitocondrias sao inativadas por um con- 
junto de enzimas protetoras, incluindo a superoxido- 
-dismutase e a glutationa-peroxidase. 

► Plantas, fungos e eucariotos unicelulares tern, alem da 
via tipica para a transferencia de eletrons, sensivel ao 
cianeto, uma via de oxidagao de NADH alternativa, re¬ 
sistente ao cianeto. 


19.2 SmtesedeATP 

De que forma um gradiente de concentragao de protons se 
transforma em ATP? Foi visto que a transferencia de ele¬ 
trons libera e a forga proton-motriz conserva energia livre 
mais do que suficiente (cerca de 200 kJ) por “mol” de par 
de eletrons para impulsionar a formagao de um mol de ATP, 
que requer cerca de 50 kJ (p. 519). Portanto, a fosforilagao 
oxidativa mitocondrial nao impoe nenhum problema termo- 
dinamico. Mas qual e o mecanismo quimico que acopla o 
fluxo de protons com a fosforilagao? 

0 modelo quimiosmotico, proposto por Peter Mi¬ 
tchell, e o paradigma para esse mecanismo. De acordo com 
o modelo (Figura 19-19), a energia eletroquimica inerente 
a diferenga de concentragao de protons e a separagao de 
cargas atraves da membrana mitocondrial interna - a forga 
proton-motriz - impulsiona a sintese de ATP, a medida que 
os protons fluem passivamente de volta a matriz, por meio 
de um poro para protons na ATP-sintase. Para enfatizar 
esse papel crucial da forga proton-motriz, a equagao para 
sintese de ATP e as vezes escrita 

ADP + P. +r^H;-> 

ATP + HgO + tcH; (19-10) 

Mitchell usou o termo “quimiosmotico” para descrever rea- 
goes enzimaticas que envolvem, simultaneamente, uma 
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FIGURA19-19 Modeloquimiosmotico. Nesta simples representagao da 
teoria quimiosmotica aplicada as mitocondrias, os eletrons do NADH e de 
outros substrates oxidaveis passam por meio de uma cadeia de carregado- 
res assimetricamente arranjados na membrana interna. 0 fluxo de eletrons 
e acompanhado pela transferencia de protons atraves da membrana, pro- 
duzindo tanto urn gradiente quimico (ApH) quanto urn gradiente eletrico 

reagao quimica e um processo de 
transporte, e o processo global 
e muitas vezes denominado de 
“acoplamento qmmiosmotico”. 
0 acoplamento refere-se a cone- 
xao obrigatoria entre a smtese 
mitocondrial de ATP e o fluxo de 
eletrons pela cadeia respiratoria; 
nenhum dos dois processes pode 
prosseguir sem o outro. A defini- 
gao operacional de acoplamento 
e mostrada na Figura 19-20. 
Quando mitocondrias isoladas 
sao suspensas em um tampao 
contendo ADP, P. e um substrate oxidavel como succina¬ 
te, tres processes facilmente mensuraveis ocorrem: (1) o 
substrate e oxidado (succinate produz fumarato), (2) Og e 
consumido e (3) ATP e sintetizado. 0 consume de oxigenio 
e a smtese de ATP dependem da presenga de um substrate 
oxidavel (nesse case, o succinate), assim como de ADP e P^. 

Uma vez que a energia da oxidagao de substrates per- 
mite a smtese de ATP nas mitocondrias, seria esperado que 
os inibidores da passagem de eletrons para o Og (como cia- 
neto, monoxide de carbono e antimicina A) bloqueassem 
a smtese de ATP (Figura 19-20a). Mais surpreendente e o 
fato de que o contrario tambem e verdadeiro: a inibigao da 
smtese de ATP bloqueia a transferencia de eletrons em mi¬ 
tocondrias intactas. Esse acoplamento obrigatorio pode ser 
demonstrado em mitocondrias isoladas, fornecendo-se Og e 
substrates oxidaveis, mas nao ADP (Figura 19-20b). Nessas 


{Alp) (combinados, a forqa proton-motriz). A membrana mitocondrial interna 
e impermeavel a protons; os protons so podem retornar a matriz atraves de 
canais especificos de protons (FJ. A forqa proton-motriz que direciona os 
protons de volta para a matriz proporciona a energia para a sintese de ATP, 
catalisada pelo complexo F^, associado ao F^. 


condigoes, nenhuma smtese de 
ATP pode ocorrer, e a transfe¬ 
rencia de eletrons para o Og nao 
prossegue. Henry Lardy, pionei- 
ro no uso de antibioticos para 
explorar a fungao mitocondrial, 
demonstrou o acoplamento en¬ 
tre a oxidagao e a fosforilagao 
usando oligomicina e venturi- 
cidina, antibioticos toxicos que 
se ligam a ATP-sintase nas mito¬ 
condrias. Esses compostos sao 
inibidores potentes da smtese 
de ATP e da transferencia de eletrons pela cadeia de trans- 
portadores ate o Og (Figura 19-20b). Como se sabe que a 
oligomicina nao interage diretamente com os carregadores 
de eletrons, mas com a ATP-sintase, a transferencia de ele¬ 
trons e a smtese de ATP sao obrigatoriamente acopladas: 
nenhuma reagao ocorre sem a outra. 

A teoria quimiosmotica explica prontamente a depen- 
dencia da transferencia de eletrons em relagao a smtese 
de ATP nas mitocondrias. Quando o fluxo de protons para 
dentro da matriz atraves do canal proteico da ATP-sintase 
e bloqueado (p. ex., com oligomicina), nao existe nenhum 
caminho para o retorno dos protons para a matriz, e a ex- 
trusao continuada de protons da matriz governada pela ati- 
vidade da cadeia respiratoria gera um grande gradiente de 
protons. A forga proton-motriz se acumula ate que o custo 
(energia livre) de bombear protons para fora da matriz con¬ 
tra esse gradiente se iguale ou exceda a energia liberada 
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FIGURA19-20 Acoplamento da transferencia de eletrons e da smte- 

se de ATP em mitocdndrias. Em experimentos para a demonstrapao do 
acoplamento, as mitocdndrias sao suspensas em urn meio tamponado, e 
urn eletrodo de O 2 monitora o consume de O 2 . Em intervales, amostras sao 
removidas e analisadas para a presenpa de ATP. (a) A adipao isolada de ADP e 
Pj resulta em pequeno ou nenhum aumento da respirapao (consume de O 2 ; 
em preto) ou da sintese de ATP (em cor-de-rosa). Quando succinate e adi- 
cionado, a respirapao inicia imediatamente e ATP e sintetizado. A adipao de 


cianeto (CN”), que bloqueia a transferencia de eletrons entre a citocromo- 
-oxidase (complexo IV) e o O 2 , inibe tanto a respirapao quanto a sintese de 
ATP (b) Mitocdndrias providas de succinato respiram e sintetizam ATP so- 
mente quando ADP e P, sao adicionados. A adipao posterior de venturicidina 
ou oligomicina, inibidores da ATP-sintase, bloqueia a sintese de ATP e a res¬ 
pirapao. Dinitrofenol (DNP) e urn desacoplador, permitindo que a respirapao 
continue sem a sintese de ATP. 


pela transferencia de eletrons do NADH ao Og. Nesse ponto, 
o fluxo de eletrons deve parar; a energia livre para o proces- 
so global de fluxo de eletrons acoplado ao bombeamento de 
protons torna-se zero, e o sistema esta em equilibrio. 

Certas condigoes e reagentes podem, no entanto, de- 
sacoplar a oxidagao da fosforilagao. Quando mitocondrias 
intactas sao rompidas por tratamento com detergentes 
ou por agao fisica, os fragmentos de membrana resultan- 
tes ainda podem catalisar a transferencia de eletrons do 
succinato ou do NADH para o Og, mas nenhuma sintese 
de ATP esta acoplada a essa respiragao. Alguns compos- 
tos qmmicos causam o desacoplamento sem romper a es- 
trutura mitocondrial. Desacopladores qmmicos incluem 
2,4-dinitrofenol (DNP) e carbonilcianeto-p-trifluormetoxi- 
fenilidrazona (FCCP) (Tabela 19-4; Figura 19-21), acidos 
fracos com propriedades hidrofobicas que Ihes permitem 
difundir prontamente atraves das membranas mitocon- 
driais. Depois de entrarem na matriz na forma protonada, 
eles podem liberar um proton, assim dissipando o gra- 
diente de protons. Estabilizagao por ressonancia desloca 
a carga nas formas anionicas, tornando-as suficientemente 
permeantes para se difundirem de volta atraves da mem¬ 
brana, onde elas podem captar um proton e repetir o pro- 
cesso. lonoforos como a valinomicina (ver Figura 11-44) 
permitem que 10 ns inorganicos passem facilmente atraves 
das membranas. lonoforos desacoplam a transferencia de 
eletrons da fosforilagao oxidativa, dissipando a contribui- 
gao eletrica ao gradiente eletroqmmico atraves da mem¬ 
brana mitocondrial. 

Uma previsao da teoria quimiosmotica e que, devido ao 
papel da transferencia de eletrons na sintese de ATP mi¬ 
tocondrial ser simplesmente bombear protons para criar 
o gradiente eletroquimico da forga proton-motriz, um gra¬ 
diente de protons artificialmente criado deveria ser capaz 
de substituir a transferencia de eletrons no desencadea- 
mento da sintese de ATP. Isso foi confirmado experimental- 
mente (Figura 19-22). Mitocondrias manipuladas de for- 


OH 0“ 



NO2 NO2 
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FIGURA 19-21 Dois desacopladores qufmicos da fosforilagao oxidati¬ 
va. Tanto DNP quanto ECCP tern um proton dissociavel e sao muito hidro- 
fobicos. Eles carregam protons atraves da membrana mitocondrial interna, 
dissipando o gradiente de protons. Os dois tambem desacoplam a fotofos- 
forilaqao (ver Eigura 19-65). 

ma a se impor uma diferenga de concentragao de protons 
e uma separagao de cargas atraves da membrana interna 
sintetizam ATP na ausencia de um substrate oxiddvel; 
a forga proton-motriz sozinha e suficiente para gerar a sin¬ 
tese de ATP. 


ATP sintetizado 
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FIGURA 19-22 Evidencia para o papel de um gradiente de protons 
na smtese de ATP. Um gradiente eletroquimico imposto artificialmente 
pode gerar a sintese de ATP na ausencia de um substrate oxidavel como 
deader de eletrens. Neste experimente de duas etapas, (a) mitecondrias ise- 
ladas sae primeiramente incubadas em um tampae de pH 9 centende KCI 
0,1 M. Um lente vazamente de tampae e KCI para dentre das mitecondrias 
apes um certo tempo deixa a matriz em equilibrio com o meio circundan- 
te. Nenhum substrate oxidavel esta presente, (b) As mitecondrias sao agora 
retiradas do tampae de pH 9 e ressuspensas em tampae de pH 7 centende 
valinomicina, na ausencia de KCI. A mudanqa de tampao cria uma diferenqa 
de duas unidades de pH atraves da membrana mitocondrial interna. 0 eflu- 
xo de K^, carregado (per valinomicina) a favor de seu gradiente de concen- 
traqao sem um contra-ion, cria um equilibrio de carga atraves da membrana 
(matriz negativa). A soma do potencial quimico proporcionado pela diferen- 
qa de pH e do potencial eletrico proporcionado pela separaqao de cargas e 
uma forqa proton-motriz grande o suficiente para sustentar a sintese de ATP 
na ausencia de um substrato oxidavel. 


A ATP-sintase tern dois dommios funcionais, F„ e 

A ATP-sintase mitocondrial e uma ATPase do tipo F (ver 
Figura 11-39), similar em estrutura e mecanismo as ATP- 

-sintases de cloroplastos e bac- 
terias. Esse grande complexo 
enzimatico da membrana mito¬ 
condrial interna catalisa a for- 
magao de ATP a partir de ADP 
e P^, impulsionada pelo fluxo 
de protons do lado P para o 
lado N da membrana (Equagao 
19-10). A ATP-sintase, tambem 
chamada de complexo V, tern 
dois componentes distintos: F^, 
proteina periferica de membra- 
Efraim Packer, 1913-1991 na, e F^ (o indicando sensivel 



a oligomicina), integral a membrana. F^, o primeiro fator 
reconhecido como essencial para a fosforilagao oxidativa, 
foi identificado e purificado por Efraim Packer e colabo- 
radores no comego da decada de 1960. 

No laboratorio, pequenas vesiculas de membrana for- 
madas a partir das membranas mitocondriais internas reali- 
zam a smtese de ATP acoplada a transference de eletrons. 
Quando F^ e gentilmente extraido, as vesiculas “desnudas” 
ainda contem cadeias respiratorias intactas e a porgao F^ 
da ATP-sintase. As vesiculas podem catalisar a transferen¬ 
ce de eletrons do NADH ao Og, mas nao podem produzir 
um gradiente de protons: F^ tern um poro para protons por 
meio do qual os protons vazam tao rapidamente quanto 
sao bombeados pela transference de eletrons, e sem um 
gradiente de protons as vesiculas desprovidas de F^ nao 
podem produzir ATP. 0 F^ isolado catalisa a hidrolise de 
ATP (o reverse da sintese), sendo, portanto, originalmente 
chamado de F^-ATPase. Quando FI purificado e adiciona- 
do de volta as vesiculas, ele se associa novamente com F^, 
fechando seu poro de protons e restaurando a capacidade 
da membrana de acoplar a transference de eletrons a sin¬ 
tese de ATP. 


0 ATP e estabilizado em rela^ao ao ADP na 
superficie de F, 

Experimentos de troca de isotopes com F^ purificado reve- 
lam um fato notavel sobre o mecanismo catalitico da enzi- 
ma: na superficie da enzima, a reagao ADP + P- ATP 
+ H 2 O e prontamente reversivel - a variagao de energia 
livre para a sintese de ATP e proxima de zero! Quando o 
ATP e hidrolisado por F^ na presenga de agua marcada com 
^^0, o P^ liberado contem um atomo de ^^0. Uma medida 
cuidadosa do conteudo de ^^0 do P^ formado in vitro pela 
hidrolise de ATP catalisada por F^ revela que o P^ tern nao 
um, mas tres ou quatro atomos de ^^0 (Figura 19-23). Isso 
indica que a ligagao pirofosfato na extremidade do ATP e 
quebrada e refeita repetidamente antes que o P^ deixe a su¬ 
perficie da enzima. Com o P^ livre para se deparar com seu 
sitio de ligagao, cada hidrolise insere ^^0 aleatoriamente 
em uma de quatro posigoes na molecula. Essa reagao de 
troca ocorre em complexes F^ F^ nao energizados (sem 
gradiente de protons) e com F^ isolado - a troca nao requer 
acrescimo de energia. 

Estudos cineticos das taxas iniciais de sintese e hidroli¬ 
se de ATP confirmam a conclusao de que AG'° para a sinte¬ 
se de ATP na enzima e proximo de zero. A partir das taxas 
medidas de hidrolise (/c^ = 10 s~^) e sintese (/{:_i = 24 s~^), 
a constante de equilibrio calculada para a reagao 


Enz-ATP Enz-(ADP+Pi) 
e 


k-x _ 24 s 
kx 10 s~^ 


A partir deste o AG'° aparente calculado e proximo de 
zero. Isto e muito diferente do de cerca de 10^ (AG'° = 
—30,5 kJ/mol) para a hidrolise de ATP livre em solugao 
(nao na superficie da enzima). 

0 que explica essa enorme diferenga? A ATP-sintase es- 
tabiliza o ATP em relagao a ADP + P- ligando o ATP mais 
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FIGURA 19-23 Mecanismo catalftico de F,. (a) Experimento de troca de ^^0. 
solubilizado de membranas mitocondriais e incubado com ATP na presenpa de agua 
marcada com Em intervalos, uma amostra da solupao e retirada e analisada para 
detectar a incorporapao de ^^0 no P^ produzido a partir da hidrolise de ATP. Em minu¬ 
tes, o Pj contem tres ou quatro atomos de indicando que tanto a hidrolise de ATP 
quanto a sintese de ATP ocorreram diversas vezes durante a incubapao. (b) Provavel 
complexo do estado de transipao para a hidrolise e a sintese de ATP pela ATP-sintase 
(derivada de PDB ID 1 BMF). A subunidade a e mostrada em cinza, a jS em roxo. Os 
residues positivamente carregados jS-Arg^^^ e a-Arg^^^ coordenam-se com dois oxi- 
genios do intermediario fosfato pentavalente; jS-Lys^^^ interage com urn terceiro oxi- 
genio, e o ion Mg^^ estabiliza ainda mais o intermediario. A esfera azul representa o 
grupo que sai (Hp). Estas interapoes resultam no pronto equilibrio de ATP e ADP + 
Pj no sitio ativo. 


fortemente, liberando energia suficiente para contrabalan- 
gar o custo da produgao de ATR Medidas cuidadosas das 
constantes de ligagao mostram que liga ATP com afini- 
dade muito alta m) e ADP com afinidade muito 

mais baixa ~ 10~^ m). A diferenga em corresponde a 
uma diferenga de cerca de 40 kJ/mol em energia de ligagao, 
e essa energia de ligagao direciona o equilibrio em diregao a 
formagao do produto ATP 

0 gradiente de protons impulsiona a libera^ao de ATP a 
partir da superfi'cie da enzima 

Embora a ATP-sintase equilibre o ATP com ADP + P. na au- 
sencia de um gradiente de protons, o ATP recem-sintetiza- 
do nao sai da superficie da enzima. E o gradiente de protons 
que faz a enzima liberar o ATP formado em sua superficie. 
0 diagrama de coordenadas de reagao do processo (Figu- 
ra 19-24) ilustra a diferenga entre o mecanismo da ATP- 
-sintase e aquele de muitas outras enzimas que catalisam 
reagoes endergonicas. 

Para a sintese continuada de ATP, a enzima precisa os- 
cilar entre uma forma que liga ATP muito fortemente e uma 
forma que libera ATP Estudos quimicos e cristalograficos 


o 

E 

2 

o 


Coordenada de reagao 



FIGURA 19-24 Diagramas de coordenadas de reagao para a ATP- 
-sintase e para uma enzima mais tipica. Em uma reagao tipica catalisada 
por enzima (a esquerda), alcangar o estado de transigao d) entre substrate 
e produtos e a principal barreira energetica a ser superada. Na reagao ca¬ 
talisada pela ATP-sintase (a direita), a liberagao de ATP a partir da enzima, e 
nao a formagao de ATP, e a principal barreira energetica. A variagao de ener¬ 


gia livre para a formagao de ATP a partir de ADP e P| em solugao aquosa e 
grande e positive, mas na superficie da enzima a ligagao muito firme do ATP 
proporciona energia de ligagao suficiente para trazer a energia livre do ATP 
ligado a enzima para perto daquela de ADP + P,, de forma que a reagao e 
prontamente reversivel. A constante de equilibrio e proxima de 1. A energia 
livre necessaria para a liberagao do ATP e fornecida pela forga proton-motriz. 
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da ATP-sintase revelaram a base estmtural para essa alter- 
nancia de fungao. 

Cada subunidade /3 da ATP-sintase pode assumir tres 
diferentes conforma^es 

0 Fj mitocondrial tern nove subunidades de cinco diferen¬ 
tes tipos, com a composigao Cada uma das tres 

subunidades /3 tern um sitio catalitico para a sintese de 
ATR A determinagao cristalografica da estrutura de por 

John E. Walker e colaborado- 
res revelou detalhes estrutu- 
rais muito uteis em explicar o 
mecanismo catalitico da enzi- 
ma. A porgao de F^ em forma 
de maganeta e uma esfera 
achatada, com 8 nm de altura e 
10 nm de largura, consistindo 
em subunidades a e ^ alterna- 
das, arranjadas como os gomos 
de uma laranja (Figura 19- 
25a, b, c). Os polipeptideos 
que formam a haste na estrutu¬ 
ra cristalina de F^ estao assimetricamente arranjados, com 
um dominio da unica subunidade y constituindo o eixo 
central que passa atraves de F^ e um outro dominio de y 
associado principalmente com uma das tres subunidades 
/3, denominado /3-vazio (Figura 19-25b). Embora as se- 
quencias de aminoacidos das tres subunidades /3 sejam 
identicas, suas conformagdes diferem, em parte devido a 
associagao da subunidade y com apenas uma das tres. As 
estruturas das subunidades 8 e s nao foram reveladas nes- 
tes estudos cristalograficos. 

As diferengas conformacionais entre as subunidades 
/3 se estendem a diferengas em sens sitios de ligagao de 
ATP/ADR Quando os pesquisadores cristalizaram a pro- 
teina na presenga de ADP e App(NH)p, um analogo es- 
trutural bastante semelhante ao ATP que nao pode ser 
hidrolisado pela atividade ATPasica de F^, o sitio de liga¬ 
gao de uma das tres subunidades /3 foi preenchido com 
App(NH)p, o segundo foi preenchido com ADP e o ter- 
ceiro estava vazio. As conformagoes das subunidades /3 
correspondentes sao designadas /3-ATP, /3-ADP e j8-vazio 
(Figura 19-25b). Essa diferenga na ligagao de nucleoti- 
deos entre as tres subunidades e critica para o mecanis¬ 
mo do complexo. 



0 complexo F^, com seu poro de protons, e composto 
por tres subunidades, a, b e c, na proporgao abgC^, onde n 
varia de 8 a 15 em varies organismos; em leveduras, e 10. 
A subunidade c e um polipeptideo pequeno (M^ 8.000), 
muito hidrofobico, consistindo quase que inteiramente 
em duas helices transmembrana, com uma pequena alga 
se estendendo do lado da matriz da membrana. A estru¬ 
tura cristalina de F^F^ de leveduras, elucidada em 1999, 
mostra 10 subunidades c, cada uma com duas helices 
transmembrana grosseiramente perpendiculares ao piano 
da membrana e arranjadas em dois circulos concentricos. 
0 circulo mais interne e composto por helices com os ter- 
minais amino de cada subunidade c; o circulo mais ex- 
terno, com cerca de 55 A de diametro, e composto pelas 
helices com terminais carboxil. As subunidades c neste 
anel c giram juntas como uma unidade ao redor de 
um eixo perpendicular a membrana. As subunidades 
£r e y de Fj formam uma “perna com pe” que se projeta 
do lado de baixo (do lado da membrana) de F^ e que se 
sustenta firmemente sobre o anel das subunidades c. A 
subunidade a consiste em varias helices hidrofobicas que 
atravessam a membrana em intima associagao com uma 
das subunidades c no anel c. 0 desenho esquematico na 
Figura 19-25a combina a informagao estrutural dos estu¬ 
dos de Fj bovino, de F^F^ de leveduras, e do anel c de 
Ilyobacter tartaricus. 

A catalise rotacional e a chave para o mecanismo de 
altera^ao na ligagao durante a sintese de ATP 

Com base na cinetica detalhada e em estudos de ligagao das 
reagoes catalisadas por F^F^, Paul Boyer propos um meca¬ 
nismo de catalise rotacional no qual os tres sitios ativos 
de F^ se revezam catalisando a sintese de ATP (Figura 19- 
26). Uma dada subunidade j8 comega na conformagao /3- 
-ADP, que liga ADP e P^ do meio circundante. A subunidade 
agora muda de conformagao, assumindo a forma /B-ATP, 
que se liga firmemente e estabiliza o ATP, gerando o pronto 
equilibrio de ADP + P. com ATP na superficie da enzima. 
Finalmente, a subunidade muda para a conformagao (3- 
-vazio, que tern baixa afinidade por ATP, e o ATP recem- 
-sintetizado deixa a superficie da enzima. Outra rodada de 
catalise comega quando essa subunidade novamente assu¬ 
me a forma j8-ADP e liga ADP e P^. 

As mudangas conformacionais importantes nesse meca¬ 
nismo sao desencadeadas pela passagem de protons pela 

porgao F^ da ATP-sintase. A 
corrente de protons atraves do 
poro Fq faz o cilindro de subu¬ 
nidades c e a subunidade y a 
ele encaixada rodar ao longo do 
eixo longo de y, que e perpen¬ 
dicular ao piano da membrana. 
A subunidade y passa pelo cen¬ 
tre do esferoide o^gjSg, mantido 
estacionario em relagao a su¬ 
perficie da membrana pelas su- 
Paul Boyer bunidades bg e 6 (Figura 19- 



John E. Walker 










PRINCIPIOS DE BlOQUIMICA DE LEHNINGER 753 


FIGURA19-25 Complexo de ATP-sintase mitocondrial. (a) Uma visao 
em desenho do complexo F^F^. (b) (PDB ID 1BMF and PDB ID 1JNV) F^ visto 
de cima (ou seja, do lado N da membrana), mostrando os tres subunidades jS 
(tons de roxo) e a (tons de cinza) e o eixo central (subunidade y, verde). Cada 
subunidade (3, perto de sua interface com a subunidade a vizinha, tern urn 
sitio de ligapao de nucleotideo crucial para a atividade catalitica. A subuni¬ 
dade y isolada associa-se primariamente com urn dos tres pares ajS, forpan- 
do cada uma das subunidades (3 para conformapoes levemente diferentes, 
com diferentes sitios de ligapao de nucleotideos. Na enzima cristalina, uma 
subunidade (jS ADP) tern ADP (em amarelo) em seu sitio de ligapao, a proxi- 
ma (jS-ATP) tern ATP (em vermelho) e a terceira (jS-vazio) nao tern qualquer 
nucleotideo ligado. 

(c) A enzima inteira vista de lado (no piano da membrana). A porpao 
FI (PDB IDs 1 BMF, IJNV, e 2A7U) tern tres subunidades a e tres subunidades 
jS, arranjadas como os gomos de uma laranja ao redor de urn eixo central, 
a subunidade y (verde). (Duas subunidades a e uma subunidade jS foram 
omitidas para expor a subunidade ye os sitios de ligapao para ATP e ADP 
nas subunidades jS). A subunidade 8 confere sensibilidade a oligomicina na 
ATP-sintase, e a subunidade s pode servir para inibir sua atividade ATPase 
sob algumas circunstancias. A subunidade F^ consiste em uma subunidade 
a e duas subunidades b (PDB ID 2CLY e PDB ID 1B9U), que ancoram o com¬ 
plexo FqFi na membrana e atuam como estator, segurando as subunidades 
a e jS no lugar. 0 F^ tambem inclui o anel c, composto por urn numero (8 a 
15, dependendo da especie) de subunidades c identicas, proteinas hidrofo- 
bicas pequenas. 0 anel c e a subunidade a interagem para prover uma rota 
transmembrana para protons. Cada subunidade c tern urn residue de Asp 
perto do meio da membrana, o qual pode ligar ou liberar urn proton. Nesta 
estrutura (PDB ID lYCE), foi mostrado o anel homologo c^i da Na^-ATPasede 
llyoboctertartaricus, para a qual a estrutura esta bem estabelecida. Os seus 
sitios de ligapao de Na^, que correspondem aos sitios de ligapao de pro¬ 
tons no complexo F^F^, sao mostrados com seus ions Na^ ligados (esferas 
vermelhas). (d) Uma vista de F^ perpendicular a membrana. Cada uma das 
subumidades c em F^ tern urn residue de Asp critico perto do meio da mem¬ 
brana, que sofre protonapao/desprotonapao durante o cicio catalitico da 
ATP-sintase. Da mesma forma que em (c), as esferas vermelhas representam 
os sitios de ligapao de Na^ ou de protons nos residues de Asp. 



H+ (c^oem mitocondrias de leveduras) 




jS-vazio 


(b) Visao de cima de 


(c) Visao lateral de FqFi 


jS-ADP 


ADP 


jS-ATP 


ATP 


ATP 


Sitios de ligapao 
de protons nos 
residuos de Asp 


F, 


Fo 



(d) Visao de baixo de Fq 


Sitios de ligapao 
de Na"^ ou de 
protons nos 
residuos de Asp 












754 DAVID L. NELSON & MICHAEL M. COX 



25a). A cada rotagao de 120°, y entra em contato com uma 
diferente subunidade jS, e o contato forga a subunidade j8 a 
tomar a conformagao /B-vazio. 

As tres subunidades j8 interagem de modo que, quando 
uma assume a conformagao /B-vazio, sua vizinha em um dos 
lados precisa assumir a forma /B-ADP e a outra vizinha a 
forma j8-ATR Assim, uma rotagao completa da subunidade 
y faz cada subunidade j8 passar por suas tres conformagoes 
possiveis e, para cada rotagao, tres ATP sao sintetizados e 
liberados da superficie da enzima. 


FIGURA19-26 Modelo de troca de liga^ao para a ATP-sintase. 0 complexo 
tern tres sitios nao equivalentes para ligapao de nucleotideos de adenina, um para 
cada par de subunidades a e (3. A cada momento, um destes sitios esta na confor- 
mapao jS-ATP (que liga firmemente ATP), um segundo esta na conformapao jS-ADP 
(ligapao frouxa) e um terceiro esta na conformapao jS-vazio (ligapao muito frouxa). A 
forpa proton-motriz causa a rotapao do eixo central - a subunidade y mostrada com 
seta verde - que entra em contato com cada par de subunidades a(3 em sucessao. Isto 
produz uma mudanpa conformacional cooperativa, na qual o sitio jS-ATP e convertido 
para a conformapao jS-vazio e o ATP se dissocia; o sitio j8-ADP e convertido para a con¬ 
formapao jS-ATP, que promove a condensapao de ADP + Pj ligados, para formar ATP; 
e o sitio jS-vazio se torna um sitio jS-ADP, que liga frouxamente ADP + P, vindos do 
solvente. Este modelo, com base em achados experimentais, requer que pelo menos 
dois destes tres sitios cataliticos alternem em atividade; o ATP nao pode ser liberado 
de um sitio a nao ser que (e ate que) ADP e P, se liguem ao outro sitio. 


Uma forte previsao desse modelo de troca de ligagao 

e que a subunidade y deveria rotar em uma diregao quando 
esta sintetizando ATP e na diregao oposta quando a en¬ 
zima esta hidrolisando ATP Essa previsao de rotagao com 
hidrdlise de ATP foi confirmada em experimentos elegantes 
nos laboratorios de Masasuke Yoshida e Kazuhiko Kinosita, 
Jr. A rotagao de y em uma unica molecula de F^ foi obser- 
vada microscopicamente, prendendo-se um polimero de ac- 
tina fluorescente longo e fino a uma subunidade y e obser- 
vando seu movimento em relagao a cngjSg imobilizado em uma 
lamina de microscdpio, a medida que o ATP era hidrolisado. 
(A reversao esperada da rotagao quando ATP esta sendo 
sintetizado nao pode ser testada neste experimento; nao ha 
gradiente de protons para impulsionar a sintese de ATP). 
Quando todo o complexo F^F^ (nao apenas FQ era utilizado 
em experimento similar, todo o anel de subunidades c rota- 
va com y (Figura 19-27). 0 “eixo” rotava na diregao previs¬ 
ta ao longo de 360°. A rotagao nao era continua, mas ocorria 
em tres etapas distintas de 120°. Conforme calculado a par- 
tir da taxa conhecida de hidrdlise de ATP por uma molecu¬ 
la de F^ e do arraste por fricgao sobre o longo polimero de 


Filamento de actina 



FIGURA 19-27 Demonstra^ao experimental da rotagao de F„ e y, F^ 

geneticamente modificado para center uma sequencia de residues de His 
adere-se firmemente a uma lamina de micrescopie ceberta cem um cem- 
plexe de Ni; a bietina e cevalentemente ligada a uma subunidade c de F^. A 
preteina avidina, que liga firmemente a bietina, esta cevalentemente ligada 
a lenges filamentes de actina marcada cem uma senda fluerescente. A liga- 
qae bietina-avidina agera liga filamentes de actina a subunidade c. Quande 
e ATP e fernecide ceme substrate para a atividade ATPasica de F^, ebserva-se 
e filamente marcade redar centinuamente em uma direqae, prevande que 
e cilindre F^ de subunidades c gira. Em eutre experiments um filamente de 
actina fluerescente fei ligade diretamente a subunidade y A serie de mi- 
cregrafias fluerescentes (ler da esquerda para a direita) mestra a pesiqae de 
filamente de actina em intervales de 133 ms. Observe que, a medida que e 
filamente gira, ele faz um salte discrete a cada cerca de 11 quadres de ima- 
gens. Presumivelmente, e cilindre e e eixe se mevem ceme uma unidade. 




Complexo de Ni 
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actina, a eficiencia desse mecanismo em converter energia 
quimica em movimento e proxima de 100%. Nas palavras de 
Boyer: “uma esplendida maquina molecular”. 

De que forma o fluxo de protons pelo complexo produz 
movimento rotacional? 

Um modelo plausivel para explicar como fluxo de protons 
e o movimento rotacional estao acoplados no complexo 
e mostrado na Figura 19-28. As subunidades individuals 
em Fq estao pre-arranjadas em um circulo ao redor de um 



Arg 2 io retorna ao 
meio-canal no lado 
P. 


deslocando | I 0 o processo se repete. 

H+das Asp. \ \ ^ 



miolo central, que esta provavelmente preenchido com li- 
pideos de membrana. Em cada subunidade c, existe um 
importante residue de Asp (ou Glu) localizado perto do 
meio da membrana. Os protons cruzam a membrana por 
uma rota feita de subunidades a e c. A subunidade a tern 
um meio canal de protons conduzindo do citosol (lado P) 
para o meio da membrana, onde ele termina perto de um 
residue de Asp da subunidade c adjacente. Um proton di- 
funde-se do lado citosolico (onde a concentragao de pro¬ 
tons e relativamente alta) ao longo desse meio-canal e se 
liga ao residue de Asp, deslocando um residue de Arg po- 
sitivamente carregado que tinha se associado com a Asp. 
Esse residue de Arg se desloca para o lado, formando uma 
interagao com a Asp na subunidade c adjacente no anel e 
deslocando o proton daquela Asp; esse proton adjacente 
sai atraves do segundo meio-canal para o lado N, onde a 
concentragao de protons e relativamentre baixa, comple- 
tando o movimento de um proton equivalente do lado de 
fora para o lado de dentro da matriz. Agora, um outro pro¬ 
ton entrou no meio canal no lado citosolico, moveu-se ate 
a Asp na proxima subunidade c, e a protonou, mais uma 
vez deslocando a Arg, que, por sua vez, desloca um proton 
da proxima subunidade c e assim por diante. 0 movimen¬ 
to rotacional do anel c e o resultado de movimento termi- 
co (browniano), que se torna unidirecional pela grande 
diferenga na concentragao de protons atraves da mem¬ 
brana. 0 numero de protons que precisa ser transferido 
para produzir uma rotagao completa do anel c e igual ao 
numero de subunidades c no anel. Estudos do anel c por 
microscopia de forga atomica (Quadro 19-2) ou por raios 
X mostraram que o numero de subunidades c e diferen- 
te em diferentes organismos (Figura 19-29). Em mito- 
condrias animals, esse numero e 8, em mitocondrias de 
leveduras e emE. coli e 10, e o numero de subunidades c 
pode atingir 15 na cianobacteria Spirulina platensis. A 
taxa de rotagao em mitocondrias intactas foi estimada em 
cerca de 6.000 rpm - 100 rotagoes por segundo! 


FIGURA 19-28 Um modelo para a rotagao do anel c impulslonada 
por protons. A subunidade do complexo da ATP-sintase (ver Figura 
19-25a) tern dois meio-canais hidrofilicos para protons, um conduzindo do 
lado P para o meio da membrana e outro conduzindo do meio da membra¬ 
na para o lado N (matriz). As subunidades c individuais em Fq (10 na enzima 
de leveduras) estao arranjadas em um circulo ao redor de um miolo cen¬ 
tral. Cada subunidade c tern um importante residue de Asp aproximada- 
mente no meio da membrana, que pode doar ou receber um proton (H^ 
vermelho). A subunidade a tern uma cadeia lateral de Arg positivamente 
carregada, que forma uma interaqao eletrostatica com o carboxilato de Asp 
negativamente carregado na subunidade c adjacente. Esta subunidade c e 
inicialmente posicionada de forma que um proton que entra no meio-canal 
no lado P (onde a concentragao de protons e relativamente alta) encontra 
e protona o residue de Asp, enfraquecendo sua interagao com Arg. A ca¬ 
deia lateral de Arg rota em diregao ao residue protonado de Asp na proxima 
subunidade c e desloca seu proton carboxil, enquanto uma nova interagao 
eletrostatica Arg-Asp se forma. 0 proton deslocado move-se atraves do se¬ 
gundo meio-canal na subunidade a e e liberado no lado N. A subunidade 
c com seu residue de Asp desprotonado move-se de forma que seu par 
Arg-Asp fique de frente para o meio-canal no lado P, e um segundo cicio 
comega: entrada de protons, protonagao de Asp, movimento de Arg e saida 
de protons. A rotagao do anel ocorre por movimento termal (browniano) e 
e reajustada de maneira eficiente; a orientagao do gradiente de protons dita 
a diregao do fluxo de protons e torna a rotagao do anel c essencialmente 
unidirecional. 


0 acoplamento quimiosmotico permite estequiometrias 
nao integrals de consumo de 0^ e de sintese de ATP 

Antes da aceitagao geral do modelo quimiosmotico da fosfo- 
rilagao oxidativa, a pressuposigao era de que a equagao da 
reagao global assumiria a seguinte forma: 

;rADP + xP, + + H"* + NADH-^ 

a:ATP + HgO + NAD^ (19-11) 

com o valor de ^ - algumas vezes chamado de razao P/O 
ou razao P/2e~ - sendo sempre um numero inteiro. Quan- 
do mitocondrias intactas sao suspensas em solugao com um 
substrato oxidavel como succinato ou NADH e sao providas 
com Og, a sintese de ATP e facilmente mensuravel, assim 
como o decrescimo de Og. A principio, essas duas medidas 
deveriam produzir o numero de ATP sintetizado por Og 
consumido, a razao P/O. A medida de P/O, no entanto, e 
complicada pelo fato de que mitocondrias intactas conso- 
mem ATP em muitas reagoes nao relacionadas que ocorrem 
na matriz, e consomem Og por propositos outros que nao 
o da fosforilagao oxidativa. A contribuigao dessas reagoes 
interferentes precisa ser cuidadosamente medida, e o cal- 
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(a) Visao de cima Visao lateral 



5 nm 


FIGURA 19-29 Organismos diferentes tern numeros diferentes de 
subunidades c no anel c do complexo F„. A estrutura do anel c de va- 
rias especies foi determinada por cristalografia por raios X. Cada helice no 
anel central e a metade de uma subunidade c com formato de grampo de 
cabelo; o anel de helices externo e a outra metade da estrutura de grampo. 
Visualizapoes do anel c perpendiculares a membrana mostram o numero 
de subunidades c para (a) mitocondrias bovinas (8) e (b) mitocondrias de 
leveduras (10). Microscopia de forpa atomica foi utilizada para visualizar os 
aneis c (c) da bacteria termofilica Bacillus especieTA2.Al (13) e (d) de espi- 
nafre (14). De acordo com o modelo na Figura 19-28, diferentes numeros 
de subunidades c no anel c deveriam resultar em diferentes razoes de ATP 
formado por par de eletrons que passam pela cadeia respiratoria (diferen¬ 
tes razoes P/0). 


culo de P/0 precisa ser corrigido para essas contribuigoes. 
A maioria dos experimentos gerou razoes P/0 (ATP para 
V^Og) entre 2 e 3 quando NADH era o doador de eletrons e 
entre 1 e 2 quando succinato era o doador. Considerando 
a pressuposigao de que P/0 deveria ter um valor integral, 
a maioria dos pesquisadores concordou que as razoes P/0 
devem ser de 3 para NADH e 2 para succinato e, durante 
anos, esses valores apareceram em artigos de pesquisa e 
em livros-texto. 

Com a introdugao do paradigma quimiosmotico para o 
acoplamento da sintese de ATP a transferencia de eletrons, 
nao havia qualquer requisito teorico para que P/0 fosse um 
numero inteiro. As questoes relevantes sobre a estequio- 
metria se tornaram: quantos protons sao bombeados para 


3UADR019-2 


MUODOS 


Microscopia de forga atomica para visualizar as protemas de membrana 


Na microscopia de forga atomica (MFA), a ponta afiada 
de uma sonda presa a um suporte flexivel e arrastada por 
uma superficie irregular como a de uma membrana (Fi¬ 
gura Q-1). Interagoes eletrostaticas e de van der Waals 
entre a ponteira e a amostra produzem uma forga que 
movimenta a sonda para cima e para baixo (na dimensao 
, a medida que encontra montanhas e vales na amostra. 
Um feixe de laser refletido do suporte detecta movimen- 
tos tao pequenos quanto 1 A. Em um tipo de microscopio 
de forga atomica, a forga na sonda e mantida constan- 
te (em relagao a uma forga padrao, na ordem de pico- 
newtons) por um circuito de retroalimentagao que faz a 
plataforma que sustenta a amostra subir ou descer para 
manter a forga constante. Uma serie de varreduras nas 
dimensoes x e y {o piano da membrana) gera um mapa 
topografico da superficie com uma resolugao proxima a 
escala atomica —0,1 nm na dimensao vertical, 0,5 a 1,0 
nm nas dimensoes laterais. 

Em casos favoraveis, a MFA pode ser usada para 
estudar moleculas individuais de protemas de mem¬ 
brana, como as subunidades c do complexo F^ (Figura 
19-29C, d). 



constante a pressao na ponteira do 
suporte. Excursoes na dimensao z 
sao mapeadas como fungao de x, y. 



FIGURA Q-1 0 principio da microscopia de forga atomica. 
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fora pela transferencia de eletrons de um NADH ao Og e 
quantos protons precisam fluir para dentro por meio do 
complexo para propiciar a sintese de ATP? A medida 
de fluxos de protons e tecnicamente complicada; o pesqui- 
sador precisa considerar a capacidade de tamponamento 
das mitocondrias, o vazamento nao produtivo de protons 
atraves da membrana interna e o uso do gradiente de pro¬ 
tons para outras fungoes que nao a sintese de ATP, como 
propiciar o transporte de substrates atraves da membrana 
mitocondrial interna (descrito a seguir). Os valores experi- 
mentais consensuais para o numero de protons bombeados 
para fora por par de eletrons sao de 10 para NADH e 6 para 
succinate (que envia eletrons para a cadeia respiratoria no 
nivel da ubiquinona). 0 valor experimental mais amplamen- 
te aceito para o numero de protons requeridos para possi- 
bilitar a sintese de uma molecula de ATP e 4, sendo que 1 e 
usado no transporte de P^, ATP e ADP atraves da membrana 
mitocondrial (ver a seguir). Se 10 protons sao bombeados 
para fora por NADH e 4 precisam fluir para dentro para pro- 
duzir 1 ATP, a razao P/0 com base em protons e 2,5 para 
NADH como deader de eletrons e 1,5 (6/4) para succinato. 

A for^a proton-motriz energiza o transporte ativo 

Embora o papel primario do gradiente de protons nas mi¬ 
tocondrias seja fornecer energia para a sintese de ATP, a 
forga proton-motriz tambem governa varies processes de 
transporte essenciais a fosforilagao oxidativa. A membrana 
mitocondrial interna geralmente e impermeavel a especies 
carregadas, mas dois sistemas especificos transportam ADP 
e P^ para dentro da matriz e ATP para o citosol (Figura 
19-30). 

A adenina-nucleotideo-translocase, integral a mem¬ 
brana interna, liga ADP^~ no espago intermembrana e 
0 transporta para a matriz, em troca de uma molecula de 
ATP^~, simultaneamente transportada para fora (ver Figura 
13-11 para as formas ionicas de ADP e ATP). Como esse an- 
tiportador move quatro cargas negativas para fora para cada 
tres que sao movidas para dentro, sua atividade e favorecida 
pelo gradiente eletroquimico transmembrana, que confere 
a matriz uma carga liquida negativa; a forga proton-motriz 
propicia a troca ATP-ADP. A adenina-nucleotideo-translo- 
case e especificamente inibida por atractilosideo, glicosideo 
toxico produzido por uma especie de cardo. Se o transporte 
de ADP para dentro e o de ATP para fora das mitocondrias 
sao inibidos, o ATP citosolico nao pode ser regenerado a 
partir do ADP, explicando a toxicidade do atractilosideo. 

Um segundo sistema de transporte de membrana essen- 
cial a fosforilagao oxidativa e a fosfato-translocase, que 
promove o simporte de um H 2 PO 4 e um H^ para a matriz. 
Esse processo de transporte tambem e favorecido pelo gra¬ 
diente de protons transmembrana (Figura 19-30). Observe 
que o processo requer o movimento de um proton do lado 
P para o lado N da membrana interna, consumindo algu- 
ma energia da transferencia de eletrons. Um complexo da 
ATP-sintase e ambas as translocases, o ATP-sintassomo, 
podem ser isolados das mitocondrias por dissecagao suave 
com detergentes, sugerindo que as fungoes dessas tres pro- 
teinas sao muito fortemente integradas. 


Adenina-nucleotideo- Fosfato- 

-translocase ATP-sintase -translocase 

(antiportador) (simportador) 



FIGURA 19-30 Adenina-nucleotideo efosfato-translocases. Sistemas 
de transporte da membrana mitocondrial interna carregam ADP e P, para 
a matriz e ATP recentemente sintetizado para o citosol. A adenina-nucleo- 
tideo-translocase e um antiportador; a mesma proteina move ADP para a 
matriz e ATP para fora. 0 efeito de substituir ATP^” por ADP^” na matriz e o 
efiuxo liquido de uma carga negativa, favorecido pela diferenpa de cargas 
atraves da membrana interna (positiva fora). Em pH 7, o P| esta presente tan- 
to como HP 04 ~ quanto como HTOf. A fosfato-translocase e especifica para 
HTOf. Nao existe nenhum fluxo liquido de carga durante o simporte de 
HTOf e H^, mas a concentraqao relativamente baixa de protons na matriz 
favorece o movimento de para dentro. Assim, a forga proton-motriz e 
responsavel por proporcionar energia para a sintese de ATP e por transporter 
substratos (ADP e P,) para dentro e produto (ATP) para fora da matriz mito¬ 
condrial. Todos esses tres sistemas de transporte podem ser isolados como 
um unico complexo ligado a membrana (ATP sintassomo). 


PROBLEMA RESOLVID019-2 Estequiometria da produ^ao de ATP: 

efeito do tamanho do anel c 


(a) Se as mitocondrias bovinas tern 8 subunidades c por 
anel c, qual a razao predita de ATP formado por NADH 
oxidado? (b) Qual o valor predito para as mitocondrias de 
leveduras, com 10 subunidades c? (c) Quais os valores 
comparaveis de eletrons que entram na cadeia respiratoria 
a partir do FADHg? 

Solu^ao: (a) A questao solicita a determinagao de quantos 
ATP sao produzidos por NADH. Essa e outra forma de pedir 
para calcularmos a razao P/0, on x na Equagao 19-11. Se 
o anel c tern 8 subunidades c, entao um rotagao completa 
transferira 8 protons para a matriz e produzira 3 moleculas 
de ATP. Porem, esta sintese tambem requer o transporte de 
3 P^ para dentro da matriz, ao custo de 1 proton cada, acres- 
centando mais 3 protons ao numero requerido. Isso leva o 
custo total para (11 protons) / (3 ATP) = 3,7 protons/ATP. 
0 valor consensual para o numero de protons bombeados 
para fora por par de eletrons transferidos do NADH e 10 
(ver Figura 19-19). Assim, oxidar 1 NADH produz (10 pro- 
tons)/(3,7 protons/ATP) = 2,7 ATP. 
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(b) Se o anel c tern 10 subunidades c, entao uma rota- 
gao completa transferira 10 protons para a matriz e pro- 
duzira 3 moleculas de ATR Acrescentando os 3 protons 
para transportar os 3 para dentro da matriz traz o cus- 
to total para (13 pr6tons)/(3 ATP) = 4,3 protons/ATP A 
oxidagao de 1 NADH produz (10 pr6tons)/(4,3 protons/ 
ATP) =2,3 ATP 

(c) Quando os eletrons entram na cadeia respiratoria a 
partir do FADHg (na ubiquinona), apenas 6 protons estao 
dispomveis para impulsionar a sintese de ATP Isso muda 
os calculos para as mitocondrias bovinas para (6 pro- 
tons)/(3,7 protons/ATP) = 1,6 ATP por par de eletrons 
do FADHg. Para as mitocondrias de leveduras, o calculo e 
(6 pr6tons)/(4,3 protons/ATP) = 1,4 ATP por par de ele¬ 
trons do FADHg. 

Esses valores calculados de x on da razao P/0 definem 
uma faixa que inclui os valores experimentais de 2,5 ATP/ 
NADH e 1,5 ATP/FADHg, e, portanto, esses valores serao 
usados ao longo deste livro. 


Sistemas de lan^adeiras conduzem indiretamente NADH 
citosolico para as mitocondrias para oxidagao 

A NADH-desidrogenase da membrana mitocondrial interna 
de celulas animais pode aceitar eletrons somente do NADH 
na matriz. Considerando que a membrana interna nao e 
permeavel a NADH, como o NADH gerado pela glicolise 
no citosol pode ser reoxidado a NAD^ pelo Og ao longo da 
cadeia respiratoria? Sistemas especiais de langadeiras car- 
regam equivalentes redutores do NADH citosolico para as 
mitocondrias por uma via indireta. A langadeira de NADH 
mais conhecida, que funciona em mitocondrias de figa- 
do, rim e coragao, e a langadeira do malato-aspartato 
(Figura 19-31). Os equivalentes redutores do NADH ci¬ 
tosolico sao primeiro transferidos ao oxaloacetato citoso¬ 
lico para produzir malato, em uma reagao catalisada pela 
malato-desidrogenase citosolica. 0 malato entao formado 
passa atraves da membrana interna pelo transportador de 
malato-a-cetoglutarato. Dentro da matriz, os equivalentes 
redutores sao passados ao NAD^ pela agao da malato-de- 



FIGURA 19-31 Langadeira do malato-aspartato. Esta langadeira para 
transporte de equivalentes redutores do NADH citosolico para dentro da 
matriz mitocondrial e usada em figado, rim e coragao. O 0 NADH no citosol 
entra no espago intermembrana poraberturas na membrana externa (pori- 
nas), entao passa dois equivalentes redutores ao oxaloacetato, produzindo 
malato. 0 0 malato cruza a membrana interna via transportador de malato- 


-Q!-cetoglutarato. 0 Na matriz, o malato passa dois equivalentes redutores ao 
NAD^, e o NADH resultante e oxidado pela cadeia respiratoria; o oxaloaceta¬ 
to formado a partir do malato nao pode passar diretamente para o citosol. O 
0 oxaloacetato e primeiro transaminado a aspartato e © o aspartato pode 
sair via transportador de glutamato-aspartato. © 0 oxaloacetato e regenera- 
do no citosol, completando o ciclo. 
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sidrogenase da matriz, formando NADH; esse NADH pode 
passar eletrons diretamente a cadeia respiratoria. Cerca de 
2,5 moleculas de ATP sao geradas a medida que esse par de 
eletrons passa para o Og. 0 oxaloacetato citosolico precisa 
ser regenerado por reagoes de transaminagao e atividade 
de transportadores de membrana para iniciar outro ciclo da 
langadeira. 

0 musculo esqueletico e o encefalo usam uma langadei¬ 
ra de NADH diferente, a langadeira do glicerol-3-fosfato 
(Figura 19-32). Ela difere da langadeira do malato-aspar- 
tato por entregar os equivalentes redutores do NADH para 
a ubiquinona e, entao, para o complexo III, nao o complexo 
I (Figura 19-8), proporcionando energia suficiente apenas 
para sintetizar 1,5 molecula de ATP por par de eletrons. 

As mitocondrias das plantas tern NADH-desidrogenase 
externamente orientada, que pode transferir eletrons di¬ 
retamente do NADH citosolico para a cadeia respiratoria 
no nivel da ubiquinona. Como essa via desvia da NADH- 
-desidrogenase do complexo I e do movimento associado 
de protons, a produgao de ATP a partir do NADH citosolico 
e menor do que aquela obtida a partir do NADH gerado na 
matriz (Quadro 19-1). 


Espa^o intermembrana Glicolise 

dado P) 


NAD+ 


Glicerol-3- 


NADH + H+ 



Glicerol-3- Di-hidroxiacetona- 

-fosfato -fosfato 


CH2OH 

C=0 

CH2-0^ 



CH20H \ 
CHOH 

CH 2 -0-0 A 
joc3Pf:poQ:A_— 

ih'.' I, 


Glicerol-3-fosfato- 

-desidrogenase 

mitocondrial 


FADH. 


=^>Complexo 


Matriz (lado N) 


FIGURA 19-32 Langadeira do glicerol-3-fosfato. Esta forma alternativa 
de mover equivalentes redutores do citosol para a matriz mitocondrial opera 
no musculo esqueletico e no encefalo. No citosol, di-hidroxiacetona-fosfato 
aceita dois equivalentes redutores do NADH em uma reaqao catalisada pela 
glicerol-3-fosfato-desidrogenase citosolica. Uma isoenzima da glicerol-3- 
-fosfato-desidrogenase ligada a face externa da membrana interna transfere 
entao dois equivalentes redutores do glicerol-3-fosfato no espaqo inter¬ 
membrana para a ubiquinona. Observe que esta transferencia nao envolve 
sistemas de transporte de membrana. 


RESUMO 19.2 SmtesedeATP 

► 0 fluxo de eletrons pelos complexes I, III e IV resulta no 
bombeamento de protons atraves da membrana mito¬ 
condrial interna, tornando a matriz alcalina em relagao 
ao espago intermembrana. Esse gradiente de protons 
fornece a energia (na forma de forga proton-motriz) 
para a sintese de ATP a partir de ADP e P^ pela ATP- 
-sintase (complexo F^F^) na membrana interna. 

► A ATP-sintase realiza a “catalise rotacional”, onde o flu¬ 
xo de protons por F^ faz cada um dos tres sitios de liga- 
gao de nucleotideos em F^ variar entre as conformagoes 
(ADP+Pi)-ligado, ATP-ligado e vazia. 

► A formagao de ATP na enzima requer pouca energia; o 
papel da forga proton-motriz e deslocar o ATP de sen 
sitio de ligagao na sintase. 

► A razao entre ATP sintetizado por V 2 O 2 reduzido e H 2 O 
(a razao P/0) e de cerca de 2,5 quando os eletrons en- 
tram na cadeia respiratoria no complexo I, e 1,5 quando 
os eletrons entram na ubiquinona. Essa razao pode va¬ 
riar um pouco em diferentes organismos com base no 
numero de subunidades c do complexo F^. 

► A energia conservada em um gradiente de protons pode 
propiciar o transporte de solutos contra o gradiente 
atraves da membrana. 

► A membrana mitocondrial interna e impermeavel a 
NADH e NAD^, mas equivalentes de NADH sao movidos 
do citosol para a matriz por duas langadeiras. Equiva- 
lentes de NADH deslocados para dentro pela langadeira 
do malato-aspartato entram na cadeia respiratoria no 
complexo I e produzem uma razao P/0 de 2,5; aqueles 
movimentados para dentro pela langadeira do glice- 
rol-3-fosfato entram na ubiquinona e geram uma razao 
P/0 de 1,5. 

19.3 Regula^ao da fosforila^ao oxidativa 

A fosforilagao oxidativa produz a maior parte do ATP fa- 
bricado em celulas aerobias. A oxidagao completa de uma 
molecula de glicose a COg produz 30 ou 32 ATP (Tabe- 
la 19-5). Em comparagao, a glicolise sob condigoes ana- 
erobias (fermentagao lactica) gera apenas dois ATP por 
glicose. Claramente, a evolugao da fosforilagao oxidativa 
proporcionou um grande aumento na eficiencia ener- 
getica do catabolismo. A oxidagao completa ate COg do 
derivado do palmitato (16:0) ligado a coenzima A, que 
tambem ocorre na matriz mitocondrial, produz 108 ATP 
por palmitoil-CoA (ver Tabela 17-1). Um calculo similar 
pode ser feito para a produgao de ATP a partir da oxida¬ 
gao de cada um dos aminoacidos (Capitulo 18). Portanto, 
as vias oxidativas aerobias que resultam na transferencia 
de eletrons ao Og acompanhada da fosforilagao oxidativa 
sao responsaveis pela grande maioria do ATP produzido 
no catabolismo, de forma que e absolutamente essencial 
a regulagao da produgao de ATP pela fosforilagao oxidati¬ 
va, para se ajustar as necessidades celulares flutuantes da 
demanda por ATP. 




760 


DAVID L. NELSON & MICHAEL M. COX 


TABELA19-5 


Produ^ao de ATP a partir da oxida^ao completa da glicose 


Processo 

Produto direto 

ATP final 

Glicolise 

2 NADH (citosolico) 

3 ou 5* 


2 ATP 

2 

Oxidagao do piruvato (dois por glicose) 

2 NADH (matriz mitocondrial) 

5 

Oxidagao da acetil-CoA no ciclo do acido citrico 

6 NADH (matriz mitocondrial) 

15 

(duas por glicose) 

2 FADH 2 

3 


2 ATP ou 2 GTP 

2 

Produgao total por glicose 


30 ou 32 


*0 numero depende do sistema de langadeira a transferir equivalentes redutores para a mitocondria. 


A fosforila^ao oxidativa e regulada pelas necessidades 
celulares de energia 

A taxa de respiragao (consumo de Og) nas mitocondrias e 
estritamente regulada, sendo limitada pela disponibilidade 
de ADP como substrate para a fosforilagao. A dependen- 
cia da taxa de consumo de Og em relagao a disponibilidade 
do aceptor de ADP (Figura 19-20b), o controle pelo 
aceptor da respiragao, pode ser notavel. Em alguns tecidos 
animais, a razao do controle pelo aceptor, a razao entre 
a taxa maxima de consumo de Og induzida por ADP e a taxa 
basal na ausencia de ADP, e de pelo menos 10. 

A concentragao intracelular de ADP e uma medida do 
estado energetico das celulas. Outra medida relacionada e 
a razao massa-agao do sistema ATP-ADP, [ATP]/([ADP] 
[PJ). Normalmente essa razao e muito alta, de forma que o 
sistema ATP-ADP esta quase totalmente fosforilado. Quan- 
do aumenta a taxa de algum processo que requer energia 
Cp. ex., a sintese de proteina), tambem aumenta a taxa de 
quebra de ATP em ADP e P^, baixando a razao massa-agao. 
Com mais ADP dispomvel para a fosforilagao oxidativa, a 
taxa da respiragao aumenta, causando a regeneragao do 
ATP. Isso continua ate que a razao massa-agao retorne ao 
seu nivel normal alto, no qual a respiragao pontual diminui 
novamente. A velocidade de oxidagao de combustiveis celu¬ 
lares e regulada com tal sensibilidade e precisao que a razao 
[ATP]/([ADP][PJ) flutua apenas levemente na maioria dos 
tecidos, mesmo durante variagoes extremas na demanda de 
energia. Em resumo, o ATP e formado exatamente tao ra- 
pido quanto e usado nas atividades celulares que requerem 
energia. 

Uma protema inibitoria impede a hidrolise de ATP 
durante a hipoxia 

A ATP-sintase ja foi apresentada como uma bomba de pro¬ 
tons movida a ATP (ver Figura 11-39), catalisando o re- 
verso da sintese de ATP. Quando uma celula esta hipoxica 
(desprovida de oxigenio), como em um ataque cardiaco ou 
acidente vascular, a transferencia de eletrons para o oxige¬ 
nio fica mais lenta, da mesma forma que o bombeamento de 
protons. A forga proton-motriz em seguida colapsa. Nessas 
condigoes, a ATP-sintase poderia operar ao contrario, hi- 
drolisando ATP para bombear protons para fora e causando 
uma queda desastrosa nos niveis de ATP. Isso e impedido 
por um pequeno (84 aminoacidos) inibidor proteico, IF^, 


que se liga simultaneamente a duas moleculas de ATP-sin¬ 
tase, inibindo sua atividade ATPasica (Figura 19-33). IF^ e 
inibitorio apenas na sua forma dimerica, a qual e favorecida 
em pHs menores do que 6,5. Em uma celula avida por oxi¬ 
genio, a principal fonte de ATP se torna a glicolise, e o acido 
piruvico ou lactico entao formado diminui o pH no citosol e 
na matriz mitocondrial. Isso favorece a dimerizagao de IF^, 
levando a uma inibigao da atividade ATPasica da ATP-sin¬ 
tase e, portanto, impedindo a hidrolise futil de ATP. Quan¬ 
do o metabolismo aerobio recomega, a produgao de acido 
piruvico diminui, o pH do citosol aumenta, o dimero IF^ e 
desestabilizado e a inibigao da ATP-sintase e removida. IF^ 
e uma entre um numero crescente de proteinas conhecidas 
por serem intrinsecamente desorganizadas (p. 141); ela ad- 
quire uma conformagao favorecida apenas quando interage 
com a ATP-sintase. 

A hipoxia leva a produgao de ERO e a varias respostas 
adaptativas 

Em celulas hipoxicas, existe um desequilibrio entre a che- 
gada de eletrons a partir da oxidagao de combustiveis celu¬ 
lares na matriz mitocondrial e a transferencia de eletrons 
para o oxigenio molecular, levando a uma maior formagao 



FIGURA 19-33 Estrutura da F^-ATPase bovina em um complexo com 
sua protema regulatoria IF,. (Derivada de PDB ID lOHH) Duas moleculas 
de sao aqui visualizadas como na Figura 19-25c. 0 inibidor IF^ (em verme- 
Iho) se liga a interface ajS das subunidades na conformagao difosfato (ADP) 
(a-ADP e jS-ADP), congelando os dois complexos F^ e, portanto, bloqueando 
a hidrolise (e sintese) de ATP (As partes de IF^ que nao apresentaram reso- 
lugao no cristal de F^ sao mostradas em vermelho-claro, na forma em que 
ocorrem em cristais de IF^ isolados.) Este complexo e estavel somente no 
baixo pH citosolico caracteristico de celulas que estao produzindo ATP pela 
glicolise; quando o metabolismo aerobio recomega, o pH citosolico aumen¬ 
ta, o inibidor e desestabilizado e a ATP-sintase se torna ativa. 
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FIGURA 19-34 O fator induzivel por hipoxia (HIF-1) regula a expres- 
sao genica para reduzir a forma^ao de ERO. Sob condigoes de pouco 
oxigenio (hipoxia), HIF-1 e sintetizado em quantidades maiores e age como 
fator de transcrigao, aumentando a sintese do transportador de glicose, de 
enzimas glicoliticas, da piruvato-desidrogenase-cinase (PDH-cinase), da 
lactato-desidrogenase, de uma protease que degrada a subunidade COX4-1 
da citocromo-oxidase, e da subunidade COX4-2 da citocromo-oxidase. Estas 
mudangas se opoem a formagao de ERO, por diminuirem o suprimento de 
NADH e EADH 2 e por tornarem a citocromo-oxidase do complexo IV mais 
efetiva. 
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de especies reativas de oxigenio. Alem do sistema da glu- 
tationa-peroxidase (Figura 19-18), as celulas tern outras 
duas linhas de defesa contra as ERO (Figura 19-34). Uma 
e a regulagao da piruvato-desidrogenase (PDH), a enzima 
que fornece acetil-CoA ao ciclo do acido citrico (Capitu- 
lo 16). Sob condigoes hipoxicas, a PDH-cinase fosforila a 
PDH mitocondrial, inativando-a e reduzindo o fornecimento 
de FADH 2 e NADH do ciclo do acido citrico para a cadeia 
respiratoria. A segunda maneira de impedir a formagao de 
ERO e a substituigao de uma subunidade do complexo IV, 
conhecida como COX4-1, por outra subunidade, COX4-2, 
que e melhor ajustada a condigoes hipoxicas. Com COX4- 
1, as propriedades cataliticas do complexo IV sao otimas 
para a respiragao em concentragoes normals de oxigenio; 
com COX4-2, o complexo IV e otimizado para operar sob 
condigoes hipoxicas. 

As mudangas na atividade da PDH e no conteudo de 
COX4-2 do complexo IV sao ambas mediadas por HIF-1, 0 
fator induzivel por hipoxia. 0 HIF-1 (outra proteina intrinse- 
camente desorganizada) acumula-se em celulas hipoxicas e, 
atuando como fator de transcrigao, desencadeia um aumen- 
to na sintese de PDH-cinase, COX4-2 e uma protease que 
degrada COX4-1. Lembre-se de que HIF-1 tambem controla 


as mudangas no transporte da glicose e nas enzimas glicoliti¬ 
cas que produzem 0 efeito Pasteur (ver Quadro 14-1). 

Quando esses mecanismos para lidar com as ERO sao 
insuficientes, devido a mutagoes geneticas que afetam 


T 


uma dessas proteinas protetoras ou sob condigoes de taxas 
muito alias de produgao de ERO, a fungao mitocondrial flea 
comprometida. Acredita-se que o dano mitocondrial esteja 
envoMdo no envelhecimento, no colapso cardiaco, em cer- 
tos cases raros de diabetes (descritos a seguir) e em varias 
doengas geneticas de heranga materna que afetam o siste¬ 
ma nervoso. ■ 


As vias produtoras de ATP sao coordenadamente 
reguladas 

As principals vias catabolicas tern mecanismos regulatorios 
atrelados e coordenados, que Ihes permitem funcionar jun¬ 
tas, em uma forma economica e autorregulada, para produzir 
ATP e precursores biossinteticos. As concentragoes relativas 
de ATP e ADP controlam nao somente as taxas de transfe- 
rencia de eletrons e a fosforilagao oxidativa, mas tambem as 
velocidades do ciclo do acido citrico, da oxidagao do piruvato 
e da glicolise (Figura 19-35). Sempre que 0 consume de 
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FIGURA19-35 Regula^ao das vias que produzem ATP. Este diagrama 
mostra a regulagao interconectada da glicolise, da oxidagao do piruvato, 
do cicio do acido citrico e da fosforilagao oxidativa pelas concentragoes 
relativas de ATP, ADP, AMP e por NADH. Alta [ATP] (ou baixa [ADP] e [AMP]) 
produz baixas velocidades de glicolise, oxidagao do piruvato, oxidagao do 
acetato via cicio do acido cftrico e fosforilagao oxidativa. Todas as quatro 
vias sao aceleradas quando o uso de ATP e a formagao de ADP, AMP e P^ 
aumentam. A interligagao da glicolise e do cicio do acido cftrico pelo citra¬ 
to, o qual inibe a glicolise, suplementa a agao do sistema de nucleotfdeos 
da adenina. Alem disto, niveis aumentados de NADH e de acetil-CoA tam- 
bem inibem a oxidagao de piruvato a acetil-CoA, e uma alta razao [NADH]/ 
[NAD^] inibe as reagoes das desidrogenases do cicio do acido citrico (ver 
Figura 16-19). 


ATP aumenta, as velocidades da cadeia transportadora de 
eletrons e da fosforilagao oxidativa aumentam. Simultanea- 
mente, a velocidade de oxidagao do piruvato pelo cicio do 
acido citrico aumenta, elevando o fluxo de eletrons na cadeia 
respiratoria. Esses eventos podem, por sua vez, evocar um 
aumento na velocidade da glicolise, aumentando a velocida¬ 
de de formagao de piruvato. Quando a conversao de ADP em 
ATP reduz a concentragao de ADP, o controle pelo aceptor 
diminui a transferencia de eletrons e, assim, a fosforilagao 
oxidativa. A glicolise e o cicio do acido citrico tambem tern 
sua velocidade reduzida, porque o ATP e um inibidor aloste- 
rico da enzima glicolitica fosfofrutocinase-1 (ver Figura 15- 
16) e da piruvato-desidrogenase (ver Figura 16-19). 

A fosfofrutocinase-1 tambem e inibida por citrato, o 
primeiro intermediario do cicio do acido citrico. Quando o 
cicio estiver em “ponto morto”, o citrato se acumula dentro 
das mitocondrias, sendo entao transportado para o citosol. 
Quando tanto as concentragoes de ATP quanto de citrato 
aumentam, eles produzem um efeito alosterico conjunto da 
fosfofrutocinase-1, que e maior do que a soma dos sens efei- 
tos individuais, reduzindo a glicolise. 

RESUMO 19.3 Regula^ao da fosforilagao oxidativa 

► A fosforilagao oxidativa e regulada pelas demandas 
energeticas celulares. A [ADP] intracelular e a razao 
massa-agao [ATP]/([ADP][PJ sao medidas do estado 
energetico de uma celula. 

► Em celulas hipoxicas (desprovidas de oxigenio), um 
inibidor proteico bloqueia a hidrolise de ATP pela ati- 
vidade reversa da ATP-sintase, impedindo uma queda 
drastica na [ATP]. 

► As respostas adaptativas a hipoxia, mediadas por HlF-1, 
reduzem a transferencia de eletrons para a cadeia respi¬ 
ratoria e modificam o complexo IV para que ele atue de 
maneira mais eficiente sob condigoes de baixo oxigenio. 

► As concentragoes de ATP e ADP estabelecem a veloci¬ 
dade de transporte de eletrons pela cadeia respiratoria, 
por uma serie de controles interconectados sobre a res- 
piragao, a glicolise e o cicio do acido citrico. 


19.4 Mitocondrias na termogenese, na smtese de 
esteroides e na apoptose 

Embora a produgao de ATP seja o papel central da mitocon- 
dria, esta organela tern outras fungoes que, em tecidos es- 
pecificos ou sob condigoes especificas, tambem sao essen- 
ciais. No tecido adiposo, as mitocondrias geram calor para 
proteger orgaos vitais da baixa temperatura do ambiente. 
Nas glandulas suprarrenais e nas gonadas, as mitocondrias 
sao o local de smtese de hormonios esteroides, sendo, na 
maioria dos tecidos, participantes-chave na apoptose (mor- 
te celular programada). 

0 desacoplamento em mitocondrias do tecido adiposo 
marrom produz calor 

Anteriormente foi mencionado que a respiragao fica mais 
lenta quando a celula esta adequadamente suprida com 
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ATP. Existe uma excegao notavel e instmtiva a essa regra 
geral. A maioria dos mamiferos recem-nascidos, incluindo 
os humanos, tern um tipo de tecido adiposo chamado de te- 
cido adiposo marrom (TAM; p. 944), no qual a oxidagao 
de combustivel serve nao para produzir ATP, mas para gerar 
calor para manter o recem-nascido aquecido. Esse tecido 
adiposo especializado e marrom devido a presenga de um 
grande numero de mitocondrias e, portanto, de uma alta 
concentragao de citocromos, com grupos heme que sao for¬ 
tes absorvedores de luz visivel. 

As mitocondrias dos adipocitos marrons sao muito se- 
melhantes as de outras celulas de mamiferos, exceto por 
terem uma protema singular na membrana interna. A ter- 
mogenina, tambem chamada de protema desacoplado- 
ra l(o produto do gene UCPl'), fornece uma via para os 
protons retornarem a matriz sem passarem pelo complexo 
FqFj (Figura 19-36). Como resultado desse curto-circuito 
de protons, a energia de oxidagao nao e conservada pela 
formagao de ATP, mas dissipada como calor, o que contri- 
bui para manter a temperatura corporal (ver Figura 23- 
16). Animals que hibernam tambem dependem da ativida- 
de de mitocondrias desacopladas no TAM para gerar calor 
durante sens longos periodos adormecidos (ver Quadro 
17-1). 0 papel da termogenina sera esmiugado quando for 
discutida a regulagao da massa corporal no Capitulo 23 
(p. 961-962). 

Oxigenases P-450 mitocondriais catalisam hidroxila^es 
de esteroides 

As mitocondrias sao o sitio das reagoes biossinteticas que 
produzem os hormonios esteroides, incluindo os hormo- 
nios sexuais, os glicocorticoides, os mineralocorticoides e 
o hormonio vitamina D. Esses compostos sao sintetizados a 
partir do colesterol ou de um esterol relacionado, em uma 
serie de hidroxilagoes catalisadas por enzimas da familia ci- 
tocromo P-450, todas tendo um grupo heme critico (sua 
absorgao a 450 nm da o nome a familia). Nas reagoes de hi- 


Espago intermembrana 
(lado P) 

Protema desacopladora 



FIGURA 19-36 Gera^ao de calor por mitocdndrias desacopladas. A 

protema desacopladora (termogenina) nas mitocondrias do tecido adiposo 
marrom, ao fornecer uma via alternativa para os protons reentrarem na ma¬ 
triz mitocondrial, faz a energia conservada pelo bombeamento de protons 
ser dissipada como calor. 



FIGURA 19-37 Mitocdndrias da glandula suprarrenal, especializadas 
na smtese de esteroides. Conforme se ve nesta micrografia eletronica de 
uma fina secpao da glandula suprarrenal, as mitocondrias sao profusas e tern 
cristas extensas, proporcionando uma grande superficie para as enzimas 
P-450 da membrana interna. 


droxilagao, um atomo do oxigenio molecular e incorporado 
ao substrato e o segundo e reduzido a HgO: 

R—H + O 2 + NADPH-> R—OH + HgO + NADP^ 

Existem duzias de enzimas P-450, todas localizadas na 
membrana mitocondrial interna, com sens sitios cataliticos 
expostos a matriz. Celulas esteroidogenicas estao repletas 
de mitocondrias especializadas na smtese de esteroides; as 
mitocondrias geralmente sao maiores do que aquelas em 
outros tecidos e tern membranas internas mais extensas e 
altamente convolutas (Figura 19-37). 

A via do fluxo de eletrons no sistema P-450 mitocondrial 
e complexa, envolvendo uma flavoproteina e uma protema 
ferro-enxofre, que carregam eletrons do NADPH ao heme 
P-450 (Figura 19-38). Todas as enzimas P-450 tern um 
heme que interage com Og, e um sitio de ligagao de substra¬ 
to que confere especificidade. 

Outra grande familia de enzimas P-450 e encontrada 
no reticulo endoplasmatico (RE) de hepatocitos. Es- 


sas enzimas catalisam reagoes semelhantes as reagoes 
P-450 mitocondriais, mas sens substratos incluem uma am- 
pla variedade de compostos hidrofobicos, muitos dos quais 
sao xenobioticos - compostos nao encontrados na nature- 
za, mas sintetizados industrialmente. As enzimas P-450 do 
RE tern especificidades muito amplas e que se sobrepoem. 
A hidroxilagao dos compostos hidrofobicos os torna mais 
soluveis em agua e eles podem entao ser liberados pelos 
rins e excretados na urina. Entre os substratos para estas 
oxigenases P-450 estao muitos remedios comumente utili- 
zados. 0 metabolismo pelas enzimas P-450 limita o tempo 
de vida dos farmacos na corrente sanguinea e sens efeitos 
terapeuticos. Os humanos diferem em sens complementos 
geneticos de enzimas P-450 no RE e na extensao com a qual 
certas enzimas P-450 foram induzidas, como em um histori- 
co de ingestao de alcool. Portanto, a principio, a genetica de 
uma pessoa e sua historia pessoal poderiam embasar as de- 
terminagoes de doses terapeuticas de remedios; na prati- 
cas, esse ajuste perfeito na dosagem ainda nao e economi- 
camente viavel, mas pode vir a ser. ■ 
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FIGURA 19-38 Via do fluxo de eletrons nas reaves do citocromo 
P-450 mitocondrial em glandula suprarrenal. Dois eletrons sao trans- 
feridos do NADPH a flavoproteina contendo FAD, adrenodoxina-redutase, 
que passa os eletrons, urn de cada vez, a adrenodoxina, uma pequena pro- 


As mitocondrias sao de importancia central para 0 im'cio 
da apoptose 

A apoptose, tambem chamada de morte celular progra- 
mada, e um processo no qual celulas individuais morrem 
para o bem do organismo (p. ex., no transcorrer do desen- 
volvimento embrionario normal), e o organismo conserva 
os componentes moleculares da celula (aminoacidos, nu- 
cleotideos e assim por diante). A apoptose pode ser desen- 
cadeada por um sinal externo, atuando em um receptor de 
membrana plasmatica, on por eventos internos, como lesao 
de DNA, infecgao viral, estresse oxidative pelo acumulo de 
ERO on outro estresse, como cheque termico. 

As mitocondrias desempenham um papel fundamental 
em desencadear a apoptose. Quando um estressor fornece 
o sinal para a morte da celula, a consequencia inicial e um 
aumento na permeabilidade da membrana mitocondrial ex¬ 
terna, permitindo que o citocromo c escape do espago in- 
termembrana para o citosol (Figura 19-39). 0 aumento da 
permeabilidade e devido a abertura do complexo do poro 
de transigao de permeabilidade (CPTP), protema de 
multiplas subunidades na membrana externa; sua abertu¬ 
ra e seu fechamento sao afetados por varias protemas que 
estimulam ou suprimem a apoptose. Quando liberado no 
citosol, o citocromo c interage com monomeros da protema 
Apaf-1 (protease fator 1 de ativagao de apoptose, de 
apoptosis protease activating factor-1'), causando a for- 
magao de um apoptossomo composto por sete moleculas 
de Apaf-1 e sete moleculas de citocromo c. 0 apoptossomo 
proporciona a plataforma sobre a qual a protease procas- 
pase-9 e ativada a caspase-9, membro de uma familia de 
proteases altamente especificas (as caspases), envoMdas 
na apoptose. Elas todas apresentam um residue Cys cru¬ 
cial em seus sitios ativos, e todas clivam protemas apenas 
no lado terminal carboxil dos residues de Asp, por isso o 
nome “caspases”. A caspase-9 ativada inicia uma cascata 
de ativagoes proteoliticas, com uma caspase ativando uma 
segunda e, por sua vez, ativando uma terceira, e assim por 


FIGURA 19-39 O papel do citocromo c na apoptose. 0 citocromo c 
e uma proteina mitocondrial pequena e soluvel, localizada no espaqo in- 
termembrana, que carrega eletrons entre o complexo III e o complexo IV 
durante a respiraqao. Em um papel completamente separado, como aqui 
esboqado, ele age como um gatilho para a apoptose, estimulando a ativaqao 
de uma familia de proteases chamadas de caspases. 


teina soluvel contendo 2Fe-2S. A adrenodoxina passa eletrons individuais a 
citocromo P-450-hidroxilase, que interage diretamente com 6300 substrate 
(R—H), para formar os produtos, H 2 O e R—OH. 
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diante (ver Figura 12-52). (Esse papel do citocromo c na 
apoptose e um caso claro de “jornada dupla”, onde uma 
protema desempenha dois papeis muito diferentes na celu- 
la; ver Quadro 16-1.) 

RESUMO 19.4 Mitocondrias na termogenese, na smtese de 
esteroidesena apoptose 

► No tecido adiposo marrom de recem-nascidos, a trans- 
ferencia de eletrons esta desacoplada da smtese de 
ATP, e a energia da oxidagao de combustivel e dissipada 
como calor. 

► As etapas da reagao de hidroxilagao na smtese de hor- 
monios esteroides em tecidos esteroidogenicos (glandu- 
la suprarrenal, gonadas, figado e rim) ocorrem em mito¬ 
condrias especializadas. 

► 0 citocromo c mitocondrial liberado no citosol participa 
da ativagao da caspase-9, uma das proteases envoMdas 
na apoptose. 

19.5 Genes mitocondriais: suas origens e efeitos 
das muta0es 

As mitocondrias contem seus proprios genomas, uma mo- 
lecula circular em fita dupla de DNA (DNAmt). Cada uma 
das centenas ou milhares de mitocondrias em uma celula 
tipica tern cerca de cinco copias deste genoma. 0 cromos- 
somo mitocondrial humano (Figura 19-40) contem 37 ge¬ 
nes (16.569 pb), incluindo 13 que codificam subunidades 


de protemas da cadeia respiratoria (Tabela 19-6); os demais 
genes codificam moleculas de rRNA e tRNA, essenciais para 
a maquinaria sintetizadora de protemas das mitocondrias. 
A grande maioria das protemas mitocondriais - cerca de 
1.100 tipos diferentes - e codificada por genes nucleares, 
sintetizada nos ribossomos citoplasmaticos e entao impor- 
tada e organizada nas mitocondrias (Capitulo 27). 

As mitocondrias evoluiram a partir de bacterias 
endossimbioticas 

A existencia de DNA mitocondrial, ribossomos e tRNA da 
suporte a hipotese da origem endossimbiotica das mitocon¬ 
drias (ver Figura 1-38), que sustenta que os primeiros orga- 
nismos capazes de metabolismo aerobio, incluindo a produ- 
gao de ATP ligada a respiragao, eram bacterias. Eucariotos 
primitivos que viviam anaerobiamente (por fermentagao) 
adquiriram a capacidade de realizar a fosforilagao oxidativa 
quando estabeleceram uma relagao simbiotica com bacte¬ 
rias que viviam em seu citosol. Depois de muita evolugao e 
do movimento de muitos genes bacterianos para o nucleo 
do hospedeiro eucarioto, as bacterias endossimbioticas ao 
final tornaram-se mitocondrias. 

Essa hipotese presume que bacterias primitivas de vida 
livre tinham a maquinaria enzimatica para a fosforilagao oxi¬ 
dativa e preve que seus descendentes bacterianos modernos 
devem ter cadeias respiratorias muito semelhantes aquelas 



FIGURA 19-40 Genes mitocondriais e mutates, (a) Mapa do 
DNA mitocondrial humano, mostrando os genes que codificam pro- 
teinas do complexo I, a NADH-desidrogenase (A/D / a ND6); o citocro¬ 
mo b do complexo III (C/f d); as subunidades da citocromo-oxidase (comple¬ 
xo IV) {COI aCOIII); e as duas subunidades da ATP-sintase {ATPased e ATPoseS). 
As cores dos genes correspondem aquelas dos complexes mostrados na Fi¬ 
gura 19-7.Tambem incluidos aqui estao os genes para os RNA ribossomais 
{rRNA) e para alguns RNA transportadores especificos de mitocondria; a 
especificidade do tRNA e indicada pelos codigos de uma letra para os 
aminoacidos. As setas indicam as posiqoes das mutaqoes que cau- 
sam a neuropatia optica hereditaria de Leber (LHON) e a doenqa 
da epilepsia mioclonica e fibra vermelha rota (MERRF). Os nume- 
ros dentro dos parenteses indicam a posiqao dos nucleotideos 
alterados (o nucleotideo 1 esta no topo do circulo e a nume- 
raqao prossegue no sentido anti-horario). (b) Micrografia 
eletronica de mitocondria anormal do musculo de uma 
pessoa com MERRF, mostrando as inclusoes de protema 
paracristalina algumas vezes presentes nas mitocondrias 
mutantes. 


(a) 
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TABELA19-6 


Protemas respiratorias codificadas por genes mitocondriais em humanos 


Complexo 

Numero de subunidades 

Numero de subunidades codificadas 
por DNA mitocondrial 

I NADH-desidrogenase 

43 

7 

11 Succinato-desidrogenase 

4 

0 

111 Ubiquinona:citocromo c-oxidorredutase 

11 

1 

IV Citocromo-oxidase 

13 

3 

V ATP-sintase 

8 

2 


dos eucariotos modernos. Eles tern. As bacterias aerdbias 
realizam a transferencia de eletrons associada ao NAD de 
substrates para o Og, acoplada a fosforilagao de ADP cito- 
sdlico. As desidrogenases estao localizadas no citosol bac- 
teriano, e a cadeia respiratdria na membrana plasmatica. 
Os carregadores de eletrons transportam protons para fora 
atraves da membrana plasmatica, a medida que eletrons sao 
transferidos para o Og. Bacterias como Escherichia coli tern 
complexes em suas membranas plasmaticas; a porgao 
F^ se projeta para o citosol e catalisa a sintese de ATP a par- 
tir de ADP e P^, a medida que os protons fluem de volta para 
a celula por meio do canal de protons de F^. 

A extrusao de protons atraves da membrana plasma¬ 
tica bacteriana associada a respiragao tambem fornece a 
forga propulsora para outros processes. Certos sistemas de 
transporte bacterianos permitem a absorgao de nutrientes 
extracelulares (p. ex., lactose) contra um gradiente de con- 
centragao, em simporte com protons (ver Figura 11-41). 
E o movimento rotatorio de flagelos bacterianos e propor- 
cionado por “turbinas de protons”, motores moleculares 
de rotagao impulsionados nao por ATP, mas diretamente 
pelo potencial eletroqmmico transmembrana gerado pelo 
bombeamento de protons associado a respiragao (Figura 



FIGURA 19-41 Rotagao de flagelos bacterianos pela for^a proton- 
-motriz. 0 eixo e os aneis na base do flagelo constituem um motor rotato¬ 
rio que tern sido chamado de"turbina de protons". Os protons ejetados pela 
transferencia de eletrons fluem de volta para a celula pela turbina, causando 
a rotapao do eixo do flagelo. Este movimento difere fundamentalmente do 
movimento de musculos e de flagelos e cilios de eucariotos, para os quais a 
hidrolise de ATP e a fonte de energia. 


19-41). Parece provavel que o mecanismo quimiosmotico 
tenha evoluido cedo, antes do surgimento dos eucariotos. 

Muta^oes em DNA mitocondrial acumulam-se ao longo 
de toda a vida do organismo 

A cadeia respiratdria e o principal produtor de especies 
reativas de oxigenio na celula, de forma que os conteudos 
mitocondriais, incluindo o genoma mitocondrial, sofrem a 
maior exposigao e o maior dano por FRO. Alem disso, o sis- 
tema mitocondrial de replicagao de DNA e menos eficiente 
do que o sistema nuclear em corrigir erros feitos durante a 
replicagao e em reparar dano ao DNA. Como consequen- 
cia destes dois fatores, defeitos no DNAmt se acumulam ao 
longo do tempo. Uma das teorias do envelhecimento e a de 
que o acumulo gradual de defeitos com o aumento da idade 
e a causa primaria de muitos dos “sintomas” de envelheci¬ 
mento, que incluem, por exemplo, o enfraquecimento pro- 
gressivo dos musculos esqueletico e cardiaco. 

Uma caractenstica singular da heranga mitocondrial e 
a variagao entre celulas individuais e entre um organismo e 
outro nos efeitos de uma mutagao do DNAmt. Uma celula 
tipica tern centenas ou milhares de mitocondrias, cada uma 
com multiplas copias do seu proprio genoma (Figura 19- 
42) . Os animals herdam essencialmente todas as suas mito¬ 
condrias da mae. Os ovos sao grandes e contem 10^ ou 10® 
mitocondrias, mas os espermatozoides sao bem menores e 
contem bem menos mitocondrias - talvez de 100 a 1.000. 



FIGURA 19-42 Celulas individuais contem muitas mitocondrias. Uma 

celula animal tipica tern centenas ou milhares de mitocondrias, uma frapao 
das quais pode conter genomas com mutapoes que afetam a funpao mito¬ 
condrial. Esta celula epitelial de rim ovino foi cultivada em laboratorio, fixada 
e entao corada com sondas fluorescentes, que mostram as mitocondrias em 
dourado, os microfilamentos de actina em vermelho e o nucleo em verde 
quando observada em microscopio de fluorescencia. 
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Alem disso, existe um mecanismo ativo que marca as mito- 
condrias derivadas dos espermatozoides para a degradagao 
no ovo fertilizado. Logo depois da fertilizagao, fagossomos 
maternos migram para o local de entrada dos espermatozoi¬ 
des, engolfam suas mitocondrias e as degradam. 

Suponha que, em um organismo feminine, um dano a um 
genoma mitocondrial ocorra em uma celula germinativa da 
qual se desenvolvem os oocitos, de forma que a celula germi¬ 
nativa contenha principalmente mitocondrias com os genes 
do tipo selvagem (sem a mutagao), mas uma mitocondria 
com um gene mutante. No decurso da maturagao do oocito, 
a medida que essa celula germinativa e sens descendentes 
dividem-se repetidamente, a mitocondria com defeito se 
replica, e os membros de sua progenie, todos defeituosos, 
sao aleatoriamente distribuidos entre as celulas-filhas. Em 
certo ponto, o ovulo maduro contem diferentes proporgoes 
da mitocondria defeituosa. Quando um ovulo e fertilizado e 
sofre as muitas divisoes do desenvoMmento embrionario, as 
celulas somaticas resultantes diferem na proporgao de mito¬ 
condrias mutantes (Figura 19-43a). Essa heteroplasmia 
(ao contrario da homoplasmia, na qual todo o genoma mi¬ 
tocondrial em toda a celula e o mesmo) resulta em fenoti- 
pos mutantes, com graus variaveis de gravidade. Celulas (e 
tecidos) que contem principalmente mitocondrias do tipo 
selvagem (sem mutagao) tern o fenotipo normal; elas sao 
essencialmente normals. Outras celulas heteroplasmicas te- 
rao fenotipos intermediarios, algumas sendo quase normals, 
outras (com grande proporgao de mitocondrias mutantes) 
anormais (Figura 19-4lb). Se o fenotipo anormal estiver 
associado a alguma doenga (ver a seguir), pessoas com a 
mesma mutagao de DNAmt podem apresentar sintomas da 


doenga com diferente gravidade - dependendo do numero e 
da distribuigao das mitocondrias afetadas. 


Algumas mutates nos genomas mitocondriais 
causam doen^as 


Um numero crescente de doengas humanas foi atri- 
buido a mutagoes nos genes mitocondriais que redu- 
zem a capacidade da celula de produzir ATP. Alguns tipos 
de celulas e de tecidos - neuronios, miocitos dos musculos 
cardiaco e esqueletico e celulas j8 do pancreas - sao menos 
capazes do que outros de tolerar uma produgao reduzida de 
ATP, sendo, portanto, mais afetados por mutagoes nas pro- 
teinas mitocondriais. 

Um grupo de doengas geneticas conhecidas como en- 
cefalomiopatias mitocondriais afeta principalmente 
o encefalo e o musculo esqueletico. Essas doengas sao 
invariavelmente herdadas da mae, porque, conforme ob- 
servado anteriormente, todas as mitocondrias de um em- 
briao em desenvoMmento derivam do ovulo. A doenga 
rara neuropatia optica hereditaria de Leber (LHON, 
de Leber's hereditary optic neuropathy') afeta o siste- 
ma nervoso central, incluindo os nervos opticos, causan- 
do a perda bilateral da visao emj ovens adult os. Uma unica 
mudanga em uma base no gene mitocondrial ND4 (Figura 
19-40a) muda um residuo de Arg para um residue de His 
em um polipeptideo do complexo I, e o resultado sao mito¬ 
condrias parcialmente defeituosas na transferencia de ele- 
trons do NADH a ubiquinona. Embora essas mitocondrias 
possam produzir algum ATP pela transferencia de eletrons 
a partir do succinate, elas aparentemente nao suprem ATP 


Mitocondrias 

mutantes 


Mitocondrias 
do tipo 
selvagem 



Principalmente 

mutante 


Principalmente do Totalmente 
tipo selvagem do tipo selvagem 


Heteroplasmia 


i^l Homoplasmia 


FIGURA 19-43 Heteroplasmia em genomas mitocondriais. (a) Quan- 
do um ovulo maduro e fertilizado, todas as mitocondrias na celula diploide 
resultante (zigoto) sao de origem materna; nenhuma vem do espermatozoi- 
de. Se uma fragao das mitocondrias maternais tern um gene mutante, a dis¬ 
tribuigao aleatoria das mitocondrias durante divisoes celulares subsequentes 
produz algumas celulas-filhas com predominio de mitocondrias mutantes, 
algumas contendo principalmente mitocondrias do tipo selvagem e algu¬ 
mas intermediarias; assim, as celulas-filhas mostram graus variaveis de he¬ 
teroplasmia. (b) Diferentes graus de heteroplasmia produzem diferentes 
fenotipos celulares. Este corte do tecido muscular humano e de uma pessoa 
com citocromo-oxidase defeituosa. As celulas foram coradas para tornar as 
celulas do tipo selvagem azuis e as celulas com citocromo-oxidase defei¬ 
tuosa marrons. Conforme mostra a micrografia, celulas diferentes no mesmo 
tecido sao afetadas em graus diferentes pela mutagao mitocondrial. 



(a) 


(b) 
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suficiente para sustentar o metabolismo muito ativo dos 
neuronios. 0 resultado e a lesao do nervo optico, levando 
a cegueira. Uma unica mudanga em uma base do gene mi- 
tocondrial do citocromo b, um componente do complexo 
III, tambem produz LHON, demonstrando que a patologia 
resulta de uma redugao geral da fungao mitocondrial, nao 
especificamente de um defeito na transferencia de eletrons 
pelo complexo 1. 

Uma mutagao (em ATP6') que afeta o poro de protons 
na ATP-sintase leva a baixas velocidades de smtese de ATP, 
enquanto mantem a cadeia respiratoria Intacta. 0 estresse 
oxidativo devido ao suprimento continuado de eletrons do 
NADH aumenta a produgao de ERO, e o dano as mitocon- 
drias causado por essas especies estabelece um ciclo vicio- 
so. Uma a cada duas pessoas com este gene mutante morre 
dias ou meses apos seu nascimento. 

A doenga da epilepsia mioclonica e fibra verme- 
Iha rota (MERRF, de myoclonic epilepsy and ragged- 
-red fiber disease') e causada por uma mutagao no gene 
mitocondrial que codifica um tRNA especifico para lisina 
(tRNA^^"). Essa doenga, caracterizada por contragoes mus- 
culares abruptas involuntarias, aparentemente resulta da 
produgao defeituosa de varias das proteinas que requerem 
tRNA mitocondrial para suas sinteses. Fibras musculares 
esqueleticas de pessoas com MERRF tern mitocondrias com 
formato anormal, que as vezes contem estruturas paracris- 
talinas (Figura 19-40b). Acredita-se que outras mutagoes 
nos genes mitocondriais sejam responsaveis pela fraqueza 
muscular progressiva que caracteriza a miopatia mitocon¬ 
drial e pela hipertrofia e deterioragao do musculo cardiaco 
na miocardiopatia hipertrofica. De acordo com uma hipo- 
tese sobre as mudangas progressivas que acompanham o 
envelhecimento, o acumulo de mutagoes no DNAmt duran¬ 
te uma vida de exposigao a agentes capazes de danificar o 
DNA, como 'Og”, resulta em mitocondrias que nao podem 
suprir ATP suficiente para o funcionamento celular normal. 
Doengas mitocondriais tambem podem resultar de muta¬ 
goes em qualquer dos —1.100 genes nucleares que codifi- 
cam proteinas mitocondriais. ■ 


0 diabetes pode resultar de defeitos nas mitocondrias 
de celulas/3 pancreaticas 


0 mecanismo que regula a liberagao de insulina de ce- 
lulas jS pancreaticas esta atrelado a concentragao de 
ATP nestas celulas. Quando a glicose sanguinea esta alta, as 
celulas p absorvem glicose e a oxidam por glicolise e ciclo 
do acido citrico, aumentando a [ATP] acima de um nivel cri- 
tico (Figura 19-44). Quando a [ATP] excede este limiar, 
um canal de sensivel a ATP na membrana plasmatica se 
fecha, despolarizando a membrana e desencadeando a libe¬ 
ragao de insulina (ver Figura 23-27). As celulas p pancrea¬ 
ticas com defeitos na fosforilagao oxidativa nao podem au- 
mentar a [ATP] acima desse limiar, e a falha resultante na 
liberagao de insulina efetivamente produz o diabetes. Por 
exemplo, defeitos nos genes para glicocinase, a isoenzima 
hexocinase IV presente em celulas j8, levam a uma forma 
rara de diabetes, MODY2 (ver Quadro 15-3); a baixa ativi- 
dade da glicocinase impede a produgao de [ATP] acima do 
valor critico, bloqueando a secregao de insulina. Mutagoes 
nos genes mitocondriais de tRNA^^" e tRNA^'''' tambem com- 
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FIGURA 19-44 A fosforilagao oxidativa defeituosa em celulas p pan¬ 
creaticas bloqueia a secregao de insulina. Na situagao normal desta- 
cada aqui, quando a glicose sanguinea aumenta, a produgao de ATP nas 
celulas jS aumenta. 0 ATP, bloqueando canais de K^, despolariza a membra¬ 
na plasmatica e, assim, abre os canais de Ca^^ controlados por voltagem. 0 
influxo de Ca^^ resultante desencadeia a exocitose de vesiculas secretoras 
contendo insulina, liberando este hormonio. Quando a fosforilagao oxidativa 
em celulas p e defeituosa, a [ATP] nunca e suficiente para desencadear este 
processo e a insulina nao e liberada. 


prometem a produgao mitocondrial de ATP, e o diabetes 
melito tipo 2 e comum entre pessoas com esses defeitos 
(embora esses cases constituam uma fragao muito pequena 
de todos os cases de diabetes). 

Quando a nicotinamida-nucleotideo-transidrogenase, 
que e parte da defesa mitocondrial contra ERO (ver Figu¬ 
ra 19-18), e geneticamente defeituosa, o acumulo de ERO 
danifica as mitocondrias, diminuindo a produgao de ATP e 
bloqueando a liberagao de insulina pelas celulas p (Figura 
19-44). Os danos causados pelas ERO, incluindo dano ao 
DNAmt, tambem podem estar por tras de outras doengas 
humanas; existe alguma evidencia de seu envoMmento nas 
doengas de Alzheimer, Parkinson e Huntington e na falen- 
cia cardiaca, assim como no envelhecimento. ■ 

RESUMO 19.5 Genes mitocondriais: suas origens e efeitos 
das mutagoes 

► Uma pequena proporgao das proteinas mitocondriais 
humanas, 13 ao todo, e codificada pelo genoma mito¬ 
condrial e sintetizada nas mitocondrias. Cerca de 1.100 
proteinas mitocondriais sao codificadas nos genes nu¬ 
cleares e importadas para as mitocondrias depois de 
suas sinteses. 

► As mitocondrias surgiram de bacterias aerobias que 
entraram em relagao endossimbiotica com eucariotos 
ancestrais. 
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► As mutagoes no genoma mitocondrial se acumulam ao 
longo da vida do organismo. Mutagoes nos genes que co- 
dificam os componentes da cadeia respiratoria, da ATP- 
-sintase e do sistema de captura de ERO e mesmo dos 
genes de tRNA podem causar uma variedade de doen- 
gas humanas que, com frequencia, afetam mais grave- 
mente o musculo, o coragao, as celulas j8 pancreaticas 
e o encefalo. 


FOTOSSINTESE: CAPTURANDO ENERGIA 
LUMINOSA 

Agora sera apresentada outra sequencia de reagoes na qual 
0 fluxo de eletrons esta acoplado a smtese de ATP: a fosfori- 
lagao utilizando a energia da luz. A captura da energia solar 
por organismos fotossinteticos e sua conversao na energia 
quimica de compostos organicos reduzidos e a fonte elemen- 
tar de quase toda a energia biologica da Terra. Organismos 
fotossinteticos e heterotroficos vivem em um equilibrio de 
estado estacionario na biosfera (Figura 19-45). Os orga¬ 
nismos fotossinteticos capturam a energia solar e formam 
ATP e NADPH, usados como fonte de energia para sintetizar 
carboidratos e outros compostos organicos a partir de COg e 
HgO; simultaneamente, eles liberam Og na atmosfera. Hetero- 
trofos aerobios (p. ex. humanos, assim como plantas durante 
periodos escuros) usam o Og formado desse modo para de- 
gradar os produtos organicos ricos em energia da fotossinte- 
se em COg e HgO, gerando ATP. 0 COg retorna a atmosfera, 
para ser usado novamente pelos organismos fotossinteticos. 
Assim, a energia solar fornece a forga propulsora para a ci- 
clagem continua de COg e Og na biosfera, fornecendo tam- 
bem os substratos reduzidos - combustiveis como a glicose 
- dos quais dependem os organismos nao fotossinteticos. 

A fotossmtese ocorre em uma variedade de bacte- 
rias e em eucariotos unicelulares (algas), assim como em 
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FIGURA 19-45 A energia solar como a fonte elementar de toda a 
energia biologica. Os organismos fotossinteticos utilizam a energia da luz 
do sol para produzir glicose e outros produtos organicos, os quais as celulas 
heterotroficas usam como fontes de energia e de carbono. 


plantas. Embora o processo nesses organismos difira nos 
detalhes, os mecanismos basicos sao notavelmente seme- 
Ihantes, e boa parte da compreensao da fotossmtese em 
plantas vasculares deriva do estudo de organismos mais 
simples. A equagao geral da fotossmtese em plantas des- 
creve uma reagao de oxidagao-redugao na qual H2O doa 
eletrons (como hidrogenio) para a redugao de COg a car¬ 
boidrato (CHgO): 

CO 2 + H 2 O O 2 + (CHgO) 

19.6 Caracten'sticas gerais da fotofosforilagao 

Ao contrario do NADH (o principal doador de eletrons 
na fosforilagao oxidativa), a HgO e uma fraca doadora de 
eletrons; o seu potencial de redugao padrao e de 0,816 V, 
comparado com —0,320 V para NADH. A fotofosforilagao 
difere da fosforilagao oxidativa por requerer o acrescimo 
de energia na forma de luz para criar um bom doador de 
eletrons e um bom aceptor de eletrons (ver Figura 19-1). 
Na fotofosforilagao, os eletrons fluem por uma serie de 
carregadores ligados a membranas, incluindo citocromos, 
quinonas e protemas ferro-enxofre, enquanto protons sao 
bombeados atraves de uma membrana para criar um po¬ 
tencial eletroquimico. A transferencia de eletrons e o bom- 
beamento de protons sao catalisados por complexos de 
membrana analogos em estrutura e fungao ao complexo III 
das mitocondrias. 0 potencial eletroquimico que eles pro- 
duzem e a forga propulsora para a smtese de ATP a partir 
de ADP e P^, catalisada por um complexo de ATP-sintase 
ligado a membrana, muito similar aquele de mitocondrias 
e bacterias. 

A fotossmtese em plantas engloba dois processes: as 
reagoes dependentes de luz, ou reagoes luminosas, 

que ocorrem apenas quando as plantas sao iluminadas, 
e as reagoes de assimilagao de carbono (ou reagoes 
de fixagao de carbono), algumas vezes equivocadamen- 
te chamadas de reagoes de fase escura, propiciadas pelos 
produtos das reagoes de luz (Figura 19-46). Nas reagoes 
luminosas, a clorofila e outros pigmentos de celulas fotos¬ 
sinteticas absorvem energia luminosa e a conservam como 
ATP e NADPH; simultaneamente, Og e liberado. Nas rea¬ 
goes de assimilagao de carbono, ATP e NADPH sao usados 
para reduzir COg para formar trioses-fosfato, amido e sa- 
carose e outros produtos deles derivados. Neste capitulo, 
serao apresentadas somente as reagoes dependentes de luz 
que levam a smtese de ATP e NADPH. A redugao do COg e 
descrita no Capitulo 20. 

A fotossmtese em plantas ocorre nos cloroplastos 

Em celulas eucarioticas fotossinteticas, tanto as reagoes 
dependentes de luz quanto as de assimilagao de carbono 
ocorrem nos cloroplastos (Figura 19-47), organelas in- 
tracelulares variaveis em forma e geralmente com poucos 
micrometros de diametro. Da mesma forma que as mito¬ 
condrias, eles sao circundados por duas membranas, uma 
membrana externa, permeavel a pequenas moleculas e 
ions, e uma membrana interna, que delimita o comparti- 
mento interne. Esse compartimento contem muitas vesi- 
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Rea^oes 

luminosas 


r N 

NADP+ NADPH 

ADP + Pj ATP 

Rea^oes de assimila^ao 
de carbono 



Carboidrato CO 2 

FIGURA 19-46 As reaves luminosas da fotossmtese geram NADPH 
e ATP ricos em energia, as custas da energia solar. NADPH e ATP sao 
usados nas reagoes de assimilagao de carbono, que ocorrem na luz ou na 
escuridao, para reduzirC 02 para formartrioses e compostos mais complexos 
(como glicose) derivados das trioses. 

culas ou sacos achatados, circundados por membranas, os 
tilacoides, comumente arranjados em pilhas chamadas de 
grana (Figura 19-47b). Embebidos nas membranas tilacoi¬ 
des (comumente chamadas de lamelas) estao os pigmen- 



FIGURA 19-47 Cloroplasto. (a) Diagrama esquematico. (b) Micrografia 
eletronica em alto aumento, mostrando os grana, pilhas de membranas ti¬ 
lacoides. 


tos fotossinteticos e os complexos enzimaticos que realizam 
as reagoes luminosas e a sintese de ATP. 0 estroma (a fase 
aquosa delimitada pela membrana interna) contem a maio- 
ria das enzimas necessarias para as reagoes de assimilagao 
de carbono. 

A luz impulsiona 0 fluxo de eletrons nos cloroplastos 

Em 1937, Robert Hill verificou que, quando extratos de fo- 
Ihas contendo cloroplastos eram iluminados, eles (1) libe- 
ravam Og e (2) reduziam um aceptor de eletrons nao biolo- 
gico adicionado ao meio, de acordo com a reagao de Hill: 

luz 

2H2O + 2A-^ 2AH2 + O2 

onde A e o aceptor artificial de eletrons, ou o reagente de 
Hill. Um reagente de Hill, o corante 2,6-diclorofenolindofe- 
nol, e azul quando oxidado (A) e incolor quando reduzido 
(AH2), tornando a reagao facil de ser acompanhada: 


O OH 



OH OH 


Forma oxidada Forma reduzida 

(azul) (incolor) 

Diclorofenolindofenol 

Quando um extrato foliar suplementado com o corante 
foi iluminado, o corante azul se tornou incolor e O2 foi libe- 
rado. No escuro, nem a liberagao de O2 e nem a redugao do 
corante aconteceram. Essa foi a primeira evidencia de que 
a energia luminosa absorvida faz os eletrons fluirem da agua 
para um aceptor de eletrons. Alem disso. Hill constatou que 
o CO2 nao era necessario e nem reduzido a uma forma esta- 
vel sob essas condigoes; a liberagao de O2 podia ser disso- 
ciada da redugao do CO2. Varios anos depois, Severo Ochoa 
mostrou que o NADP"^ e o aceptor biologico de eletrons nos 
cloroplastos, de acordo com a equagao 

2H2O + 2NADP'' 2NADPH + 2H^ + O2 

Para compreender esse processo fotoquimico, precisa-se 
primeiro considerar o topico mais geral dos efeitos da ab- 
sorgao de luz na estrutura molecular. 

RESUMO 19.6 Caractensticas gerais da fotofosforila^ao 

► A fotossmtese ocorre nos cloroplastos de algas e plan- 
tas, estruturas delimitadas por membranas duplas e 
preenchidas com discos membranosos empilhados 
(membranas tilacoides), que contem a maquinaria fo- 
tossintetica. 

► As reagoes luminosas da fotossmtese sao aquelas que 
dependem diretamente da absorgao de luz; a fotoquimi- 
ca resultante retira eletrons de H2O e direciona-os por 
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meio de uma serie de carregadores ligados a membrana, 
produzindo NADPH e ATP. 

► As reagoes de assimilagao de carbono da fotossmte- 
se reduzem o COg com os eletrons do NADPH e com a 
energia do ATP, formando trioses, hexoses e uma ampla 
variedade de carboidratos delas derivados. 

19.7 Absor^ao de luz 

A luz visivel e a radiagao eletromagnetica de comprimentos 
de onda de 400 a 700 nm, uma pequena parte do espectro 
eletromagnetico (Figura 19-48), variando do violeta ao 
vermelho. A energia de um unico foton (um quantum de 
luz) e maior na extremidade violeta do espectro do que na 
extremidade vermelha; comprimentos de onda mais curtos 
(e com maior frequencia) correspondem a uma maior ener¬ 
gia. A energia, E, de um unico foton de luz visivel e dada 
pela equagao de Planck: 

E = hv = hc/\ 

onde e a constante de Planck (6,626 X 10~^^ J * s), e a 
frequencia da luz em ciclos/s, c e a velocidade da luz (3,00 
X 10^ m/s), e X e o comprimento de onda em metros. A 
energia de um foton de luz visivel varia de 150 kJ/einstein 
para luz vermelha ate —300 kJ/einstein para luz violeta. 

PROBLEMA RESOLVID019-3 A energia de um foton 


A luz utilizada pelas plantas vasculares para a fotossintese 
tern um comprimento de onda de cerca de 700 nm. Calcule 
a energia em um “mol” de fotons (um einstein) de luz desse 
comprimento de onda e compare com a energia necessaria 
para sintetizar um mol de ATP. 

Solugao: A energia em um unico foton e dada pela equagao 
de Planck. Em um comprimento de onda de 700 X 10~^ m, 
a energia de um foton e 

E = hdX 

_ [(6,626 X 10~3^ J-s)(3,00 X 10^ m/s)] 

(7,00 X 10“'^ m) 

= 2,84 X 10“^® J 


Um einstein de luz e o numero de Avogadro (6,022 X 10^®) 
de fotons; assim, a energia de um einstein de fotons a 700 
nm e dada por 

(2,84 X 10~^^ J/foton) (6,022 X 10^^ fotons/einstein) 

= 17,1 X 10^ J/einstein 
= 171 kJ/einstein. 

Assim, um “mol” de fotons de luz vermelha tern cerca de 
cinco vezes a energia necessaria para produzir um mol de 
ATP a partir de ADP e P^ (30,5 kJ/mol). 


Quando um foton e absorvido, um eletron na molecula 
que absorve (cromoforo) e elevado para um nivel de maior 
energia. Esse e um evento “tudo ou nada”; para ser absor¬ 
vido, o foton precisa conter a quantidade de energia (um 
quantum) que se ajusta exatamente a energia da transigao 
eletronica. Uma molecula que absorve um foton esta em 
estado excitado, que geralmente e instavel. Um eletron 
elevado a um orbital de maior energia em geral retorna rapi- 
damente a seu orbital de menor energia; a molecula excita- 
da decai para o estado basal estavel, liberando o quantum 
absorvido na forma de luz ou calor ou utilizando-o para rea- 
lizar trabalho quimico. A emissao de luz que acompanha o 
decaimento de moleculas excitadas (chamado de fluores- 
cencia) esta sempre em um comprimento de onda maior 
(menor energia) do que aquele da luz absorvida (ver Qua- 
dro 12-3). Um modo alternative de decaimento importante 
na fotossintese envolve a transferencia direta de energia de 
excitagao de uma molecula excitada para uma molecula vi- 
zinha. Da mesma forma que o foton e um quantum de ener¬ 
gia luminosa, o exciton e o quantum de energia passada de 
uma molecula excitada para outra molecula, no processo 
chamado de transferencia de exciton. 

As clorofilas absorvem energia luminosa para a 
fotossintese 

Os pigmentos absorvedores de luz mais importantes nas 
membranas tilacoides sao as clorofilas, pigmentos verdes 
com estruturas policiclicas, planares, lembrando a protopor- 
firina da hemoglobina (ver Figura 5-1), exceto que o Mg^^, 
e nao o Fe^^, ocupa a posigao central (Figura 19-49). Os 
quatro atomos de nitrogenio orientados para dentro da clo- 


Tipo de 
radiagao 

Comprimento 
de onda 


Raios gama 

Raios X 

UV 


Infra- 

vermelho 

Micro-ondas 

Ondas de radio 

<1 nm 100 nm 


<1 milimetro 1 metro Milhares de metros 


Luz visivel 

Amarelo 

Violeta Azul Anil Verde Cor de laranja Vermelho 



Comprimento 380 430 

de onda (nm) 

500 

560 

600 

Energia 300 

(kJ/einstein) 

240 


200 


650 750 

FIGURA 19-48 Radiagao eletromagnetica. 0 

espectro da radiapao eletromagnetica e a energia 
170 de fotons na faixa do visivel. Um einstein e 6,022 X 

lO^Uotons. 
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Clorofila a 


(b) 




FIGURA 19-49 Fotopigmentos primarios e secundarios. (a) Clorofilas 
a e be bacterioclorofila sao os coletores primarios de energia luminosa. (b) 
Ficoeritrobilina e ficocianobilina (ficobilinas) sao os pigmentos antenas em 
cianobacterias e algas vermelhas. (c) j3-Caroteno (carotenoide) e (d) luteina 


rofila estao coordenados com 0 Mg^^. Todas as clorofilas tern 
uma longa cadeia lateral de fitol, esterificada a um grupo 
carboxil substituinte no anel IV, e as clorofilas tambem tern 
um quinto anel de cinco membros ausente no heme. 

0 sistema heterociclico de cinco aneis que circunda o 
Mg^^ tern uma estrutura estendida de polieno, com ligagoes 
simples e duplas alternadas. Tais polienos mostram, carac- 
teristicamente, forte absorgao na regiao visivel do espectro 


(uma xantofila) sao pigmentos acessorios em plantas. Os sistemas conjuga- 
dos (ligagoes simples e duplas alternadas) nestas moleculas sao os grandes 
responsaveis pela absorgao da luz visivel. 


(Figura 19-50); as clorofilas tern coeficientes de extingao 
molar excepcionalmente altos (ver Quadro 3-1), sendo, 
portanto, particularmente bem aptas a absorver a luz visivel 
durante a fotossintese. 

Os cloroplastos sempre contem tanto clorofila a quanto 
clorofila b (Figura 19-49a). Embora ambas sejam verdes, os 
sens espectros de absorgao sao suficientemente diferentes 
(Figura 19-50), de modo a complementarem a faixa de ab- 
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Comprimento de onda (nm) 


FIGURA19-50 Absorgao de luz visfvel por fotopigmentos. As plantas 
sao verdes porque seus pigmentos absorvem luz das regioes azul e vermelha 
do espectro, deixando principalmente a luz verde para ser refletida. Compare 
os espectros de absorqao dos pigmentos com o espectro da luz solar que 
chega na superficie da terra; a combinaqao de clorofilas (a e b) e pigmentos 
acessorios possibilita as plantas coletar a maior parte da energia disponivel 
na luz solar. 


As quantidades relativas de clorofilas e pigmentos acessorios sao ca- 
racteristicas de uma especie vegetal em particular. A variaqao na proporqao 
desses pigmentos e responsavel pela gama de cores dos organismos fotos- 
sinteticos, do profundo verde azulado das aciculas de abeto, ao verde mais 
verde das folhas de platano, a cor vermelha, marrom ou purpura de algumas 
especies multicelulares de algas e das folhas de algumas folhagens cultiva- 
das porjardineiros. 


sorgao de luz uma da outra na regiao visivel. A maioria das 
plantas contem duas vezes mais clorofila a do que clorofila 
b. Os pigmentos em algas e em bacterias fotossinteticas in- 
cluem clorofilas que diferem apenas levemente dos pigmen¬ 
tos das plantas. 

A clorofila esta sempre associada a proteinas especificas 
de ligagao, formando complexos coletores de luz (LHC, 

de light-harvesting complexes'), nos quais as moleculas 
de clorofila estao fixas em relagao umas as outras, a outros 
complexos proteicos e a membrana. Um complexo coletor 
de luz (LHCII; Figura 19-51) contem sete moleculas de 
clorofila a, cinco de clorofila h e duas do pigmento acesso- 
rio luteina (ver a seguir). 

As cianobacterias e as algas vermelhas utilizam ficobili- 
nas como ficoeritrobilina e ficocianobilina (Figura 19-49b) 
como seus pigmentos de captura de luz. Esses tetrapirrois 
de cadeia aberta tern o sistema de polieno estendido encon- 
trado nas clorofilas, mas nao sua estrutura ciclica e seu Mg^^ 
central. As ficobilinas sao covalentemente ligadas a proteinas 
especificas de ligagao, formando ficobiliprotemas, que se 
associam em complexos altamente ordenados chamados de 
ficobilissomos (Figura 19-52), que constituem as estrutu- 
ras primarias de coleta de luz nesses microrganismos. 

Os pigmentos acessorios estendem a faixa de absor^o 
deluz 

Alem das clorofilas, as membranas tilacoides contem pig¬ 
mentos secundarios de absorgao de luz, ou pigmentos 
acessorios, chamados de carotenoides. Os carotenoides 
podem ser de cor amarela, vermelha ou purpura. Os mais 
importantes sao o j8-caroteno, isoprenoide laranja-aver- 
melhado, e o carotenoide amarelo luteina (Figura 19-49c, 


d). Os pigmentos carotenoides absorvem luz em compri- 
mentos de onda nao absorvidos pelas clorofilas (Figura 19- 
50), sendo assim receptores de luz suplementares. 



FIGURA 19-51 Um complexo coletor de luz, LHCII. (PDB ID 2BHW) A 
unidade funcional e um trimero LHC, com 36 moleculas de clorofila e 6 de 
luteina. Ilustrado aqui esta um monomero, visto no piano da membrana, 
com seus tres segmentos oi-helicoidais transmembrana, sete moleculas de 
clorofila o (em verde-claro), cinco moleculas de clorofila b (em verde-escuro) 
e duas moleculas do pigmento acessorio luteina (em amarelo), que formam 
uma braqadeira interna em cruz. 
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Luz 

480-570 nm 550-650 nm 



FIGURA 19-52 Um ficobilissomo. Nestes conjuntos altamente estrutu- 
rados, encontrados em cianobacterias e algas vermelhas, os pigmentos fi- 
cobilinas ligados a proteinas especificas formam complexos chamados de 
ficoeritrina (FE), ficocianina (FC) e aloficocianina (AF). A energia dos fotons 
absorvidos por FE ou FC e conduzida por meio de AF (proteina ligadora de 
ficocianobilina) para a clorofila a do centro de reagao por transferencia de 
excitons, processo discutido no texto. 


A determinagao experimental da efetividade da luz de 
diferentes cores em promover a fotosslntese gera um es- 
pectro de agao (Figura 19-53), normalmente util na 
identificagao do pigmento primariamente responsavel por 
um efeito biologico da luz. Captando luz na regiao do es- 
pectro nao utilizada por outros organismos, um organismo 
fotossintetico pode ocupar um nicho ecologico singular. Por 
exemplo, as ficobilinas nas algas vermelhas e nas cianobac¬ 
terias absorvem luz na faixa de 520 a 630 nm (Figura 19- 
50), o que permite que ocupem nichos nos quais a luz de 
comprimentos de onda mais baixos ou mais altos foi filtrada 
pelos pigmentos de outros organismos que vivem na agua 
acima delas ou pela propria agua. 

A clorofila canaliza a energia absorvida para os centros 
de rea^ao pela transferencia de excitons 

Os pigmentos absorvedores de luz das membranas tilacoi- 
des ou bacterianas estao arranjados em estruturas funcio- 
nais denominadas fotossistemas. Em cloroplastos de espi- 
nafre, por exemplo, cada fotossistema contem cerca de 200 
moleculas de clorofila e 50 de carotenoides. Todas as mole- 
culas de pigmentos em um fotossistema podem absorver fo¬ 
tons, mas apenas poucas moleculas de clorofila, associadas 
ao centro de reagao fotoqmmica, sao especializadas na 
transdugao de luz em energia quimica. As outras moleculas 
de pigmento em um fotossistema sao chamadas de molecu¬ 
las coletoras de luz ou antenas moleculares. Elas ab¬ 
sorvem a energia luminosa e a transmitem de modo rapido 
e eficiente ao centro de reagao (Figura 19-54). 

As moleculas de clorofila nos complexos coletores de 
luz tern propriedades de absorgao de luz que sao sutilmen- 
te diferentes daquelas da clorofila livre. Quando moleculas 
de clorofila isoladas in vitro sao excitadas pela luz, a ener- 



(a) 



Comprimento de onda (nnn) 


(b) 

FIGURA 19-53 Duas formas de determinar o espectro de a^ao para 
a fotossmtese. (a) Resultados de um experimento classico realizado por 
T. W. Englemann em 1882 para determinar o comprimento de onda da luz 
mais efetivo em sustentar a fotossintese. Englemann colocou celulas de uma 
alga fotossintetica filamentosa em uma lamina de microscopio e a iluminou 
com a luz de um prisma, de modo que parte do filamento recebia principal- 
mente luz azul, outra parte amarela, outra vermelha. Para determinar quais 
as celulas da alga que realizavam fotossintese mais ativamente, Englemann 
tambem colocou sobre a lamina de microscopio bacterias conhecidas por 
migrar em diregao a regioes de alta concentragao de O 2 . Depois de um pe- 
riodo de iluminagao, a distribuigao das bacterias mostrou os maiores niveis 
de O 2 (produzido pela fotossintese) nas regioes iluminadas com luz violeta 
e vermelha. 

(b) Resultados de um experimento similar que usa tecnicas modernas 
(eletrodo de oxigenio) para medir a produgao de O 2 . Um espectro de agao 
(como mostrado aqui) descreve a taxa relativa de fotossintese para a ilumi¬ 
nagao com um numero constante de fotons de diferentes comprimentos de 
onda. Um espectro de agao e util porque, em comparagao com espectros 
de absorgao (como aqueles na Figura 19-50), ele sugere quais pigmentos 
podem canalizar energia para a fotossintese. 


gia absorvida e rapidamente liberada como fluorescencia e 
calor, mas quando a clorofila em folhas intactas e excita- 
da pela luz visivel (Figura 19-55, etapa O), muito pouca 
fluorescencia e observada. Em vez disso, a clorofila excita- 
da que funciona como antena molecular transfere energia 
diretamente a uma molecula de clorofila vizinha, a qual se 
torna excitada a medida que a primeira molecula retorna ao 
sen estado basal (etapa @). Essa transferencia de energia, a 
transferencia de exciton, se estende a uma terceira, quarta 
ou subsequente vizinha, ate que uma de um par especial de 
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Estas moleculas 
absorvem energia 
luminosa, 

transferindo-a entre 
as moleculas ate 
que ela atinja o 
centre de rea^ao. 


Clorofilas antenas, 
ligadasa protema 

Carotenoides, outros 
pigmentos acessorios 


Centro de reagao 

A rea^ao fotoquimica converte 
aqui a energia de urn foton em uma 
separa^ao de cargas, iniciando urn 
fluxo de eletrons. 


FIGURA 19-54 Organiza^ao dos fotossistemas nas membranas tila- 
coides. Os fotossistemas sao firmemente empacotados na membrana ti- 
lacoide, com varias centenas de clorofilas e pigmentos acessorios do tipo 
antena circundando urn centro de fotorreapao. A absorpao de urn foton por 
qualquer uma das clorofilas antenas leva a excitapao do centro de reapao por 
transferencia de excitons (seta vermelha).Tambem embebidos na membra¬ 
na tilacoide estao o complexo de citocromos b/e a ATP-sintase (ver Figura 
19-61). 


moleculas de clorofila a no centro de reagao fotoquimica 
seja excitada (etapa 0). Nessa molecula excitada de cloro¬ 
fila, um eletron e promovido a um orbital de maior energia. 
Esse eletron passa entao a um aceptor de eletrons proximo, 
que e parte da cadeia de transferencia de eletrons, deixan- 
do a clorofila do centro de reagao com um eletron a menos 
(um “buraco eletronico”, indicado por + na Figura 19-55) 
(etapa O). 0 aceptor de eletrons adquire uma carga negati- 
va nessa transagao. 0 eletron perdido pela clorofila do cen¬ 
tro de reagao e reposto por um eletron de uma molecula 
doadora de eletrons vizinha (etapa 0), a qual, entao, se tor- 


FIGURA 19-55 Exciton e transferencia de eletrons. Este esquema ge- 
ral mostra a conversao da energia de um foton absorvido na separapao de 
cargas no centro de reapao. As etapas sao adicionalmente descritas no texto. 
Observe que a etapa O pode se repetir entre moleculas sucessivas da antena 
ate que o exciton atinja uma clorofila do centro de reapao. 0 asterisco (*) 
representa o estado excitado de uma molecula. 



0 A luzexcita uma molecula 
de antena (clorofila ou 
pigmento acessorio), 
elevando o eletron a um 
nivel maior de energia. 



0 A molecula excitada da antena passa 
energia para uma molecula vizinha de 
clorofila (transferencia de exciton), 
excitando-a. 



0 Esta energia e transferida para uma clorofila do 
centro de reapao, excitando-a. 


Aceptor de 
eletrons 



0 A clorofila excitada do centro de reapao passa um 
eletron para um aceptor de eletrons. 



Doadorde 

© O buraco eletronico no centro de reapao e eletrons 

preenchido por um eletron fornecido por um 
doador de eletrons. 



A absorpao de um foton causou uma 
separapao de cargas no centro de reapao. 
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na positivamente carregada. Dessa forma, a excitagdo pela 
luz causa separagdo de cargas eletricas e inicia uma 
cadeia de oxidagdo-redugdo. 

RESUM019.7 Absor^ao de luz 

► Um foton de luz visivel tern energia suficiente para de- 
sencadear reagoes fotoquimicas que, em organismos fo- 
tossinteticos, acabam levando a sintese de ATP. 

► Nas reagoes de luz das plantas, a absorgao de um fo¬ 
ton excita as moleculas de clorofila e outros pigmentos 
(acessorios), os quais canalizam a energia para os cen- 
tros de reagao nas membranas tilacoides. Nos centros 
de reagao, a fotoexcitagao resulta em uma separagao de 
cargas que produz um forte doador de eletrons (agente 
redutor) e um forte aceptor de eletrons. 

19.8 Evento fotoqui'mko central: fluxo de 
eletrons promovido pela luz 

A transferencia de eletrons promovida pela luz em cloro- 
plastos vegetais durante a fotossmtese e realizada por siste- 
mas multienzimas na membrana tilacoide. A visao atual dos 
mecanismos fotossinteticos e uma composigao elaborada a 
partir de estudos de cloroplastos de plantas e de uma va- 
riedade de algas e bacterias. A determinagao das estrutu- 
ras moleculares dos complexos fotossinteticos bacterianos 
Cpor cristalografia por raios X) forneceu uma compreensao 
muito mais aprimorada dos eventos moleculares na fotos¬ 
smtese em geral. 

As bacterias tern apenas um de dois tipos de centros de 
reagao fotoquimicos 

Uma importante contribuigao dos estudos de bacterias fo- 
tossinteticas surgiu em 1952, quando Louis Duysens verifi- 
cou que a iluminagao de membranas fotossinteticas da bac¬ 
teria purpura Rhode spirillum rubrum com um pulso de 
luz de um comprimento de onda especifico (870 nm) cau- 
sava um decrescimo temporario na absorgao de luz naquele 
comprimento de onda; um pigmento era “descorado” por 
luz de 870 nm. Estudos posteriores de Bessel Kok e Horst 
Witt mostraram descoloragao similar de pigmentos de clo¬ 
roplastos vegetais por luz de 680 e 700 nm. Alem disso, a 
adigao do aceptor de eletrons (nao biologico) [Fe(CN)Q]^~ 
(ferricianeto) causou a descoloragao nestes comprimentos 
de onda sem iluminagdo. Esses achados indicaram que a 
descoloragao de pigmentos se devia a perda de um eletron 
de um centre de reagao fotoquimico. Os pigmentos foram 
denominados de acordo com o comprimento de onda de 
maior descoloragao: P870, P680 e P700. 

As bacterias fotossinteticas tern uma maquinaria de 
fototransdugao relativamente simples, com um de dois ti¬ 
pos gerais de centros de reagao. Um tipo (encontrado em 
bacterias purpuras) passa eletrons por meio da feofitina 
(clorofila sem o ion central de Mg^^) para uma quinona. 0 
outre tipo (em bacterias verdes sulfurosas) passa eletrons 
por meio de uma quinona para um centre de ferro-enxofre. 


As cianobacterias e as plantas tern dois fotossistemas (PSI 
e PSII), um de cada tipo, atuando em sequencia. Estudos 
bioquimicos e biofisicos revelaram muitos dos detalhes 
moleculares dos centros de reagao das bacterias, servindo 
assim como prototipos para o sistema mais complexo de fo¬ 
totransdugao das plantas. 

0 centro de reagao feofitina-quinona (centre de reagao tipo II) A 

maquinaria fotossintetica em bacterias purpuras consiste 
em tres modules basicos (Figura 19-56a): um unico cen¬ 
tro de reagao (P870), um complexo de transferencia de ele¬ 
trons, o citocromo bc^, similar ao complexo III da cadeia mi- 
tocondrial de transferencia de eletrons, e uma ATP-sintase, 
tambem similar aquela das mitocondrias. A iluminagao im- 
pulsiona os eletrons pela feofitina e de uma quinona para o 
complexo de citocromos bc^. Depois de passarem pelo com¬ 
plexo, os eletrons fluem pelo citocromo de volta ao cen¬ 
tro de reagao, restabelecendo o seu estado pre-iluminagao. 
Esse fluxo ciclico de eletrons promovido pela luz fornece a 
energia para o bombeamento de protons pelo complexo de 
citocromos bc^. Energizada pelo gradiente de protons re- 
sultante, a ATP-sintase produz ATP, exatamente como nas 
mitocondrias. 

As estruturas tridimensionais dos centros de reagao das 
bacterias purpuras (Rhodopseudomonas viridis e Rhodo- 
bacter sphaeroides) , deduzidas a partir da cristalografia de 
raios X, esclareceu como ocorre a fototransdugao em um 
centro de reagao feofitina-quinona. 0 centro de reagao de 
R. viridis (Figura 19-5 7a) e um grande complexo protei- 
co que contem quatro subunidades de polipeptideos e 13 
cofatores: dois pares de clorofilas bacterianas, um par de 
feofitinas, duas quinonas, um ferro nao heme e quatro he¬ 
mes no citocromo tipo c associado. 

A sequencia extremamente rapida de transferences de 
eletrons mostrada na Figura 19-57b foi deduzida a partir de 
estudos fisicos dos centros feofitina-quinona bacterianos, 
usando hieYes flashes de luz para desencadear a fototrans¬ 
dugao e uma variedade de tecnicas espectroscopicas para 
acompanhar o fluxo de eletrons por meio de varies carrega- 
dores. Um par de bacterioclorofilas - o “par especial”, cha- 
mado de (Clo )2 - e o sitio da fotoqmmica inicial no centro 
de reagao bacteriano. A energia de um foton absorvido por 
uma das muitas moleculas de clorofila antena que circun- 
dam o centro de reagao atinge (Clo )2 por transferencia de 
excitons. Quando essas duas moleculas de clorofila - tao 
proximas que seus orbitals de ligagao se sobrepoem - ab- 
sorvem um exciton, o potencial redox de (Clo )2 e deslocado 
em uma quantidade equivalente a energia do foton, conver- 
tendo o par especial em um doador de eletrons muito forte. 
0 (Clo )2 doa um eletron que passa por meio de um mono- 
mero vizinho de clorofila para a feofitina (Feo). Isso produz 
dois radicals, um positivamente carregado (o par especial 
de clorofilas) e um negativamente carregado (a feofitina): 

(Clo )2 + 1 exciton-> (Clo)^ (excitagao) 

(Clo )2 + Feo-> 

*(Clo )2 + *Feo~ (separagao de cargas) 

0 radical feofitina passa agora o seu eletron para uma mole- 
cula de quinona firmemente ligada (Q^), convertendo-a em 
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FIGURA19-56 Modules funcionais da maquinaria fotossintetica em 
bacterias purpuras e bacterias verdes sulfurosas. (a) Em bacterias pur¬ 
puras, a energia da luz impulsiona os eletrons do centro de reapao P870 por 
meio da feofitina (Feo), de uma quinona (Q) e do complexo de citocromos 
bCy seguindo pelo citocromo C 2 e entao de volta ao centro de reapao. 0 fluxo 
de eletrons pelo complexo de citocromos dq causa o bombeamento de pro¬ 
tons, criando urn potencial eletroquimico que permite a sintese de ATP. (b) 

um radical semiquinona, que imediatamente doa o seu ele- 
tron extra para uma segunda quinona, frouxamente ligada 
CQb) . Duas transferencias de eletrons desse tipo convertem 
Qb em sua forma totalmente reduzida, QbH 2 , que esta livre 
para se difundir na bicamada da membrana, afastando-se 
do centro de reagao: 

2 Feo + 2H^ + Qb -^ 2Feo + QbH 2 

(redugao da quinona) 

A hidroquinona (QbH 2 ) , carregando em suas ligagoes qui- 
micas parte da energia dos fotons que originalmente exci- 
taram P870, ingressa no conjunto {pool') de quinonas re- 
duzidas CQH 2 ) dissoMdo na membrana e move-se pela fase 
lipidica da bicamada para o complexo de citocromos hc^. 

Da mesma forma que o homologo complexo III nas mi- 
tocondrias, o complexo de citocromos hc^ das bacterias 
purpuras carrega eletrons de um doador quinol (QH 2 ) para 
um aceptor de eletrons, usando a energia da transferencia 
de eletrons para bombear protons atraves da membrana, 
produzindo uma forga proton-motriz. Acredita-se que a via 
do fluxo de eletrons por este complexo seja muito similar 
aquela pelo complexo III mitocondrial, envolvendo um ciclo 


As bacterias verdes sulfurosas tern duas vias para os eletrons impulsionadas 
pela excitaqao do P840: uma via ciclica, por meio de uma quinona para o 
complexo de citocromos bc^ e de volta ao centro de reaqao via citocromo c, 
e uma via aciclica, partindo do centro de reaqao, por meio da proteina ferro- 
-enxofre ferredoxina (Fd) e, entao, para o NAD^, em uma reaqao catalisada 
pela ferredoxina:NAD-redutase. 


Q (Figura 19-12) no qual protons sao consumidos em um 
lado da membrana e liberados no outro. 0 aceptor final de 
eletrons em bacterias purpuras e a forma deficitaria de ele¬ 
trons de P870, ’(Clo )2 (Figura 19-56a). Os eletrons movem- 
-se do complexo de citocromos bc^ para o P870 por meio 
de um citocromo tipo c soluvel, citocromo C 2 . 0 processo 
de transferencia de eletrons completa o ciclo, devolvendo o 
centro de reagao ao seu estado nao descorado, pronto para 
absorver outro exciton das clorofilas antenas. 

Uma caracteristica notavel desse sistema e que toda 
a quimica ocorre no estado solido, com especies reativas 
mantidas proximas umas das outras na orientagao correta 
para a reagao. 0 resultado e uma serie de reagoes muito 
rapidas e eficientes. 

0 centro de reagao Fe-S (centro de reagao tipo I). A fotossintese 
em bacterias verdes sulfurosas envolve os mesmos tres 
modulos das bacterias purpuras, mas o processo difere em 
varies aspectos e envolve reagoes enzimaticas adicionais 
(Figura 19-56b). A excitagao faz um eletron se mover do 
centro de reagao ao complexo de citocromos hc^ por meio 
de uma quinona carregadora. A transferencia de eletrons 
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FIGURA 19-57 Centro de fotorrea^ao da bacteria purpura Rhodop- 
seudomonas viridis, (PDB ID 1 PRC) (a) 0 sistema tern quatro componen- 
tes: tres subunidades, H, M e L (em marrom, azul e cinza, respectivamente), 
com urn total de 11 segmentos de helices transmembrana, e uma quarta 
proteina, citocromo c (em amarelo), associada com o complexo na superficie 
da membrana. As subunidades L e M sao proteinas transmembrana parea- 
das, que juntas formam uma estrutura cilindrica com simetria grosseiramen- 
te bilateral ao longo de seu eixo longo. Ilustrados como modelos de volume 
atomico [e em (b) como modelos de esferas e bastoes] estao os grupos pros- 
teticos que participam dos eventos fotoquimicos. Ligados as cadeias L e M 
estao os dois pares de moleculas de bacterioclorofilas (em verde); urn dos 
pares - o"par especial"(Clo )2 - e o sitio das primeiras mudanqas fotoquimicas 
apos a absorqao da luz.Tambem incorporados no sistema estao urn par de 
moleculas de feofitina o (Feo o) (em azul); duas quinonas, menaquinona (QJ 


e ubiquinona (Qg) (em cor de laranja e amarelo), tambem arranjadas com 
simetria bilateral; e urn unico Fe nao heme (em vermelho), localizado apro- 
ximadamente no eixo de simetria entre as quinonas. Mostrados na parte su¬ 
perior da figura, estao quatro grupos heme (em vermelho), associados com 
o citocromo tipo c do centro de reaqao. 

(b) Sequencia de eventos que seguem a excitaqao do par especial de 
bacterioclorofilas [todos os componentes coloridos como em (a)], com a 
escala de tempo das transferencias de eletrons entre parenteses. O 0 par 
especial excitado passa urn eletron para a feofitina, 0 de onde o eletron ra- 
pidamente se move ate a menaquinona (QJ fortemente ligada. @ Esta qui- 
nona passa eletrons muito mais lentamente a ubiquinona difusivel, Qg, por 
meio do Fe nao heme. Enquanto isto, O o"buraco eletr6nico"no par especial 
e preenchido por urn eletron do heme do citocromo c. 


por esse complexo fornece energia para o transporte de 
protons e cria a forga proton-motriz usada para a sintese de 
ATP, da mesma forma que em bacterias purpuras e mitocon- 
drias. No entanto, ao contrario do fluxo ciclico de eletrons 
nas bacterias purpuras, alguns eletrons fluem do centro de 
reagao para uma proteina ferro-enxofre, ferredoxina, que 
entao passa eletrons, via ferredoxina: NAD-redutase, para o 
NAD"^, produzindo NADH. Os eletrons retirados do centro 
de reagao para reduzir o NAD"^ sao repostos pela oxidagao 
de HgS a S elementar e, entao, a SO^”, em uma reagao que 
define as bacterias verdes sulfurosas. A oxidagao de HgS 
por bacterias e quimicamente analoga a oxidagao da agua 
em plantas oxigenicas. 

Fatores cineticos e termodinamicos impedem a 
dissipate da energia por conversao interna 

A construgao complexa dos centros de reagao e o produto 
da selegao evolutiva visando a eficiencia do processo fotos- 
sintetico. 0 estado excitado (Clo) 2 * poderia, a principio. 


decair para seu estado basal por conversao interna, um 
processo muito rapido (10 picossegundos; 1 ps = s), 

no qual a energia do foton absorvido e convertida em calor 
(movimento molecular). Os centros de reagao sao construi- 
dos para impedir a ineficiencia que resultaria da conversao 
interna. As proteinas dos centros de reagao mantem as bac¬ 
terioclorofilas, bacteriofeofitinas e quinonas em uma orien- 
tagao fixa em relagao umas as outras, permitindo que as 
reagoes fotoquimicas ocorram em um estado quase solido. 
Isso explica a alta eficiencia e rapidez das reagoes; nao ha 
margem para colisao ocasional e difusao aleatoria. A trans- 
ferencia de excitons da clorofila antena para o par espe¬ 
cial do centro de reagao e realizada em menos de 100 ps, 
com eficiencia > 90%. Dentro de 3 ps apos a excitagao de 
P870, a feofitina recebeu um eletron e tornou-se um radical 
negativamente carregado; menos de 200 ps mais tarde, o 
eletron atingiu a quinona Qg (Figura 19-57b). As reagoes de 
transferencia de eletrons nao sao apenas rapidas, mas, ter- 
modinamicamente, sao “montanha abaixo”; o par especial 
excitado (Clo)^ e um doador de eletrons muito bom (E'° = 
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-1 V) e cada transferencia sucessiva de eletrons e para um 
aceptor com E"" substancialmente menos negativo. A va- 
riagao na energia livre padrao para o processo e, portanto, 
negativa e grande; lembre do Capitulo 13 que AG'° = —n 
AA''°; aqui, e a diferenga entre os potenciais de redu- 
gao padrao das duas hemirreagoes 

(1) (Clo )2 -^ '(010)2 + e“ E'° = -1,0 V 

(2) Q + 2H+ + 2e^ -> QHg E'° = -0,045 V 

Assim 

-0,045 V- (-1,0 V) - 0,95 V 
e 

AG'° = -2 (96,5 kJA^ • mol) (0,95V) = -180 kJ/mol 

A combinagao da cinetica rapida e da termodinamica fa- 
voravel torna o processo praticamente irreversivel e al- 
tamente eficiente. A produtividade global de energia (o 
percentual da energia do foton conservada em QHg) e > 


30%, com o restante da energia dissipado como calor e 
entropia. 

Nas plantas, dois centres de rea^o agem em sequencia 

0 aparato fotossintetico de cianobacterias modernas, al- 
gas e plantas vasculares e mais complexo do que os sis- 
temas bacterianos com apenas um centro e parece ter 
evoluido pela combinagao de dois fotocentros bacterianos 
mais simples. As membranas tilacoides dos cloroplas- 
tos tern dois tipos diferentes de fotossistemas, cada um 
com seu proprio tipo de centro de reagao fotoquimico e 
de conjunto de moleculas antenas. Os dois sistemas tern 
fungoes distintas e complementares (Figura 19-58). 0 
fotossistema II (PSII) e um sistema do tipo feofitina- 
-quinona (como o fotossistema unico das bacterias pur¬ 
puras), contendo quantidades aproximadamente iguais 
de clorofilas a e b. A excitagao de seu centro de reagao 
P680 impulsiona os eletrons pelo complexo de citocromos 
bj', com movimento concomitante de protons atraves da 



FIGURA 19-58 Integra^ao dos fotossistemas I e II nos cloroplas- 
tos. Este"esquenna Z"nnostra a via da transferencia de eletrons da agua (par¬ 
te inferior, a esquerda) para o NADP^ (bem a direita) na fotossintese aciclica. 
A posiqao na escala vertical de cada carregador de eletrons reflete seu po- 
tencial de reduqao padrao. Para aumentar a energia dos eletrons derivados 
de H 2 O para o nivel de energia requerido para reduzir o NADP^ a NADPH, 
cada eletron precisa ter sua energia "elevada"duas vezes (setas largas) por 
fotons absorvidos em PSII e PSI. E necessario um foton por eletron em cada 


fotossistema. Depois da excitagao, os eletrons de alta energia fluem"monta- 
nha abaixo"pelas cadeias carregadoras ilustradas. Os protons se movem pela 
membrana tilacoide durante a reagao de quebra da agua e durante a transfe¬ 
rencia de eletrons pelo complexo de citocromos d/, produzindo o gradiente 
de protons que e essencial para a formagao de ATP. Uma via alternativa e a 
transferencia ciclica de eletrons, na qual os eletrons se deslocam da ferredo- 
xina de volta ao complexo de citocromos b^f, em vez de reduzirem NADP^ 
a NADPH. A via ciclica produz mais ATP e menos NADPH do que a aciclica. 
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membrana tilacoide. 0 fotossistema I (PSI) esta estm- 
tural e funcionalmente relacionado ao centro de reagao 
tipo I das bacterias verdes sulfurosas. Ele tern um cen¬ 
tro de reagao denominado P700 e uma alta razao entre 
clorofila a e clorofila h. 0 P700 excitado passa eletrons 
a protema Fe-S ferredoxina e entao para o NADP"^, pro- 
duzindo NADPH. As membranas tilacoides de um unico 
cloroplasto de espinafre tern muitas centenas de cada tipo 
de fotossistema. 

Esses dois centres de reagao em plantas agem em se- 
quencia para catalisar o movimento de eletrons promovido 
pela luz, de H 2 O para NADP"^ (Figura 19-58). Os eletrons 
sao carregados entre os dois fotossistemas pela protema 
soluvel plastocianina, carregador de um eletron funcio¬ 
nalmente similar ao citocromo c das mitocondrias. Para re- 
por os eletrons que se movem do PSII ao NADP^ por meio 
do PSI, as cianobacterias e as plantas oxidam HgO (da mes- 
ma forma que as bacterias verdes sulfurosas oxidam HgS), 
produzindo Og (Figura 19-58, parte inferior a esquerda). 
Esse processo e chamado de fotossmtese oxigenica, 
para distingui-lo da fotossmtese anoxigenica das bacterias 
purpuras e verdes sulfurosas. Todas as celulas fotossinte- 
ticas que produzem Og - as das plantas, algas e cianobac¬ 
terias - contem tanto PSI quanto PSII; organismos com 
apenas um fotossistema nao produzem Og. 0 diagrama na 
Figura 19-58, comumente chamado de esquema Z devido 
a sua forma geral, esboga a via de fluxo de eletrons entre os 
dois fotossistemas e as relagoes de energia nas reagoes lu- 
minosas. Assim, o esquema Z descreve a via completa pela 
qual os eletrons fluem de HgO a NADP^, de acordo com a 
equagao 

2 H 2 O + 2NADP^ + 8 fotons-> O 2 + 2NADPH + 2H'' 

Para cada dois fotons absorvidos (um em cada fotossis¬ 
tema), um eletron e transferido da agua ao NADP"^. Para 
formar uma molecula de O 2 , que exige a transferencia de 
quatro eletrons de H 2 O a NADP^, oito fotons precisam ser 
absorvidos no total, quatro por cada fotossistema. 

Os detalhes mecanisticos das reagoes fotoquimicas em 
PSII e PSI sao essencialmente semelhantes aqueles dos dois 
fotossistemas bacterianos, com varias adigoes importantes. 
No PSII, duas proteinas muito semelhantes, D1 e D2, for- 
mam um dimero quase simetrico, ao qual todos os cofatores 
carregadores de eletrons estao ligados (Figura 19-59). A 
excitagao do P680 no PSII produz P680*, excelente doador 
de eletrons que, em picossegundos, transfere um eletron 
para feofitina, fornecendo a ela uma carga negativa ('Feo~). 
Com a perda de seu eletron, P680* e transformado em um 
cation radical, PGSO"^. *Feo~ passa seu eletron extra muito 
rapidamente a uma plastoquinona ligada a protema, PQ^ 
(ou Q^), que, por sua vez, passa seu eletron a outra plas¬ 
toquinona mais frouxamente ligada, PQg (ou Qg). Quando 
PQb adquire dois eletrons de PQ^ em duas dessas transfe- 
rencias e dois protons do solvente agua, ele esta em sua for¬ 
ma totalmente reduzida de quinol, PQbH 2 . A reagao global 
iniciada pela luz no PSII e 

4 P680 + 4H^ + 2 PQb + 4 fotons-> 

4 P680‘' + 2 PQbH2 (19-12) 



FIGURA 19-59 Fotossistema II da cianobacteria Synechococcus 
elongates. A forma monomerica do complexo mostrada aqui tern duas 
proteinas transmembrana principals, D1 e D2, cada uma com seu conjun- 
to de cofatores. Embora as duas subunidades sejam aproximadamente 
simetricas, o fluxo de eletrons ocorre apenas por meio de um dos ramos 
de cofatores, aquele a direita (em Dl). As setas mostram a via do fluxo de 
eletrons do aglomerado de ions Mn 4 Ca da enzima de quebra da agua para 
a quinona PQg. Os eventos fotoquimicos ocorrem na sequencia indicada 
pelos numeros das etapas. Observe a forte semelhanpa entre as posipoes 
dos cofatores neste fotossistema e as posipoes no centro de fotorreapao 
bacteriano mostrado na Figura 19-57.0 papel dos residuos deTyr e a estru- 
tura detalhada do aglomerado de ions Mn 4 Ca sao discutidos mais adiante 
(ver Figura 19-64b). 


Por fim, os eletrons em PQbH 2 passam pelo complexo de 
citocromos b^f (Figura 19-58). 0 eletron inicialmente 
removido de P680 e reposto com um eletron obtido da 
oxidagao da agua, conforme descrito a seguir. 0 sitio de 
ligagao para a plastoquinona e o ponto de agao de muitos 
herbicidas comerciais, que matam as plantas bloqueando 
a transferencia de eletrons pelo complexo de citocromos 
hj' e impedindo a produgao fotossintetica de ATP. 

Os eventos fotoquimicos que seguem a excitagao do PSI 
no centro de reagao P700 sao formalmente semelhantes 
aqueles no PSII. 0 centro de reagao excitado P700* perde 
um eletron para um aceptor Aq (que se acredita ser uma 
forma especial de clorofila, funcionalmente homologa a 
feofitina do PSII), criando Aq e P700^ (Figura 19-58, lado 
direito); novamente, a excitagao resulta em separagao de 
cargas no centro de reagao fotoquimico. P700^ e um agen- 
te oxidante forte, que rapidamente adquire um eletron da 
plastocianina, protema soluvel transferidora de eletrons 
que contem Cu. Aq e um agente redutor excepcionalmen- 
te forte, que passa seu eletron por meio de uma cadeia de 
carregadores que leva ao NADP^. Primeiro, a filoquino- 
na (AJ aceita um eletron e o passa a uma protema ferro- 
-enxofre (por meio de tres centres de Fe-S no PSI). Entao, 
o eletron se move ate a ferredoxina (Fd), outra protema 
ferro-enxofre frouxamente associada a membrana tilacoi¬ 
de. A ferredoxina de espinafre 10.700) contem um 
centro de 2Fe-2S (Figura 19-5) submetido a oxidagao de 
um eletron e a reagoes de redugao. 0 quarto carregador de 
eletrons na cadeia e a flavoproteina ferredoxina:NADP^' 
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-oxidorredutase, que transfere eletrons da ferredoxina 
reduzida (Fd^^J ao NADP^: 

2Fd,^^ + 2H'" + NADP"" ^ 2Fd,^ + NADPH + H"" 

Esta enzima e homologa a ferredoxina:NAD^-redutase das 
bacterias verdes sulfurosas (Figura 19-56b). 


As clorofilas antenas sao fortemente integradas com os 
carregadores de eletrons 

Os cofatores carregadores de eletrons do PSI e os comple- 
xos coletores de luz sao parte de um complexo supramo- 
lecular (Figura 19-60a), cuja estrutura foi determinada 
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FIGURA 19-60 O complexo supramolecular do PSI e suas clorofilas 
antenas associadas. (a) Desenho esquematico das proteinas e dos cofa¬ 
tores essenciais em uma unica unidade de PSI. Um grande numero de cloro¬ 
filas antenas circunda o centre de reaqao e conduz a ele (setas vermelhas) a 
energia absorvida dos fotons absorvidos. 0 resultado e a excitagao do par de 
moleculas de clorofila que constitui o P700, reduzindo muito seu potencial 
de redugao; o P700 entao passa um eletron por meio de duas clorofilas pro- 
ximas da filoquinona (Q^; tambem chamada de A^). A filoquinona reduzida e 
reoxidada quando passa dois eletrons, um de cada vez (setas azuis) para uma 
proteina Fe-S (Fx) perto do lado N da membrana. De Fx, os eletrons se mo- 
vem por mais dois centres de Fe-S (F^^ e Fg) para a proteina Fe-S ferredoxina 
no estroma. A ferredoxina entao doa eletrons para o NADP^ (nao mostrado), 


reduzindo-o a NADPH, uma das formas nas quais a energia dos fotons e apri- 
sionada nos cloroplastos. 

(b) Estrutura trimerica (derivada de PDB ID 1JBO), vista do lumen do 
tilacoide perpendicular a membrana, mostrando todas as subunidades 
(em cinza) e cofatores da proteina. (c) Um monomero do PSI com todas as 
proteinas omitidas, revelando as clorofilas antenas e do centre de reagao 
(em verde, com ions Mg^^ verde-escuros no centre), os carotenoides (em 
amarelo) e os centres de Fe-S do centre de reagao (estruturas de volume 
atomico em vermelho e cor de laranja). As proteinas no complexo mantem 
os componentes rigidamente em orientagoes que maximizam as trans- 
ferencias eficientes de excitons entre as moleculas antenas excitadas e o 
centre de reagao. 
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cristalograficamente. A protema consiste em tres comple- 
xos identicos, cada um composto por 11 protemas dife- 
rentes (Figura 19-60b). Nessa notavel estmtura, as varias 
moleculas de clorofilas antenas e carotenoides estao preci- 
samente arranjadas ao redor do centro de reagao (Figura 
19-60c). Os cofatores carregadores de eletrons do centro 
de reagao estao, portanto, firmemente integrados com as 
clorofilas antenas. Esse arranjo permite a transference 
muito rapida e eficiente de excitons das clorofilas antenas 
para o centro de reagao. Ao contrario da via unica de ele¬ 
trons no PSII, acredita-se que o fluxo de eletrons iniciado 


pela absorgao de um foton ocorra pelos dois ramos de car¬ 
regadores no PSL 

0 complexo de citocromos b^f Wqa os fotossistemas II e I 

Os eletrons temporariamente estocados no plastoquinol 
como resultado da excitagao do P680 no PSII sao carrega- 
dos para o P700 do PSI por meio do complexo de citocromos 
bofe da protema soluvel plastocianina (Figura 19-58, cen¬ 
tro). Da mesma forma que o complexo III das mitocondrias, 
o complexo de citocromos b^f (Figura 19-61) contem um 



(lado N) 


(a) 




FIGURA 19-61 Fluxo de eletrons e protons pelo complexo de cito¬ 
cromos bj, (a) A estrutura cristalina do complexo (PDB ID IFV5) revela as 
posipoes dos cofatores envolvidos nas transferencias de eletrons. Alem dos 
hemes do citocromo b (heme A e dp tambem chamados de heme e bp, 
respectivamente, devido as suas proximidades aos lados N e P da bicama- 
da) e do citocromo f(heme f), existe um quarto (hemex) proximo do heme 
A; ha tambem um jS-caroteno de funpao desconhecida. Dois sitios ligam a 
plastoquinona: o sitio PQH 2 , proximo ao lado P da bicamada, e o sitio PQ, pro¬ 
ximo ao lado N. 0 centro de Fe-S da proteina de Rieske fica imediatamente 
fora da bicamada no lado P, e o sitio heme f esta em um dominio proteico 
que se estende para o lumen do tilacoide. A rota dos eletrons e mostrada 
para um dos monomeros, mas os dois conjuntos de carregadores no dimero 
carregam eletrons para a plastocianina (PDB ID 2Q5B). (b) 0 complexo e um 
homodimero arranjado para criar uma caverna conectando os sitios PQH 2 
e PQ (compare isto com a estrutura do complexo III mitocondrial na Figura 
19-11). Esta caverna permite a plastoquinona se mover entre os sitios de sua 
oxidapao e redupao. 

(c) 0 plastoquinol (PQH 2 ) formado no PSII e oxidado pelo complexo de 
citocromos d/em uma serie de etapas como aquelas do cicio Q no comple¬ 
xo de citocromos bc^ (complexo III) das mitocondrias (ver Figura 19-12). Um 
eletron de PQH 2 passa para o centro de Fe-S da proteina de Rieske, o outro 
para o heme A do citocromo A- 0 efeito liquido e a passagem de eletrons 
de PQH 2 para a proteina soluvel plastocianina, que os carrega para o PSI. 
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citocromo tipo b com dois gmpos heme (denominados e 
5 l), protema ferro-enxofre de Rieske (M^ 20.000) e o cito¬ 
cromo/ (designado a partir de/ro7^s, em latim, “folha”). Os 
eletrons fluem pelo complexo de citocromos ^g/a partir de 
PQeHg para o citocromo/, a seguir para a plastocianina e, 
finalmente, para o P700, reduzindo-o. 

Da mesma forma que o complexo III das mitocondrias, 
o citocromo bj' conduz eletrons de uma quinona reduzida 
- um carregador movel de dois eletrons, lipossoluvel (Q 
em mitocondrias, PQg em cloroplastos) - para uma pro¬ 
tema hidrossoluvel que carrega um eletron (citocromo c 
em mitocondrias, plastocianina em cloroplastos). Como em 
mitocondrias, a fungao deste complexo envolve um ciclo 
Q (Figura 19-12), no qual os eletrons passam, um de cada 
vez, de PQgHg para o citocromo 5 q. Esse ciclo resulta no 
bombeamento de protons atraves da membrana; em clo¬ 
roplastos, a diregao do movimento de protons e do com- 
partimento estromal para o lumen do tilacoide, ate quatro 
protons se movendo para cada par de eletrons. 0 resultado 
e a produgao de um gradiente de protons atraves da mem¬ 
brana tilacoide a medida que os eletrons passam do PSII 
para o PSI. Como o volume do lumen achatado do tilacoide 
e pequeno, o influxo de um pequeno numero de protons 
tern um efeito relativamente grande no pH do lumen. A di- 
ferenga medida no pH entre o estroma (pH 8) e o lumen do 
tilacoide (pH 5) representa uma diferenga de 1.000 vezes 
na concentragao de protons - poderosa forga propulsora 
para a sintese de ATP. 

0 fluxo ciclico de eletrons entre o PSI e o complexo de 
citocromos f)/aumenta a produgao de ATP em rela^ao a 
NADPH 

0 fluxo de eletrons do PSII pelo complexo de citocromos 
bg/e, entao, pelo PSI ate o NADP^, algumas vezes e cha- 
mado de fluxo aciclico de eletrons, para distingui-lo do 
fluxo ciclico de eletrons, que ocorre em graus varia- 
veis, dependendo principalmente das condigoes de luz. 
A via aciclica produz um gradiente de protons, utilizado 
para promover a sintese de ATP, e NADPH, utilizado em 
processes biossinteticos redutores. 0 fluxo ciclico de ele¬ 
trons envolve apenas o PSI, nao o PSII (Figura 19-58). Os 
eletrons que passam do P700 para a ferredoxina nao conti- 
nuam ate o NADP^, retornando pelo complexo de citocro¬ 
mos bg/ ate a plastocianina (esta via de eletrons encontra 
um paralelo com aquela das bacterias verdes sulfurosas, 
mostrada na Figura 19-56b). A plastocianina entao doa 
eletrons ao P700, que os transfere a ferredoxina. Des- 
sa forma, os eletrons sao reciclados repetidas vezes pelo 
complexo de citocromos bj'e do centro de reagao do PSI, 
cada eletron impulsionado ao redor do ciclo pela energia 
de um foton. 0 fluxo ciclico de eletrons nao e acompa- 
nhado pela formagao liquida de NADPH ou pela liberagao 
de Og. No entanto, e acompanhado pelo bombeamento de 
protons pelo complexo de citocromos b^fe pela fosforila- 
gao de ADP a ATP, referida como fotofosforilagao cicli- 
ca. A equagao global para o fluxo ciclico de eletrons e a 
fotofosforilagao e simplesmente 

luz 

ADP + P.->ATP + H 2 O 


A partir da regulagao da partigao de eletrons entre a 
redugao do NADP"^ e a fotofosforilagao ciclica, uma planta 
ajusta a razao de ATP para NADPH produzido nas reagoes 
dependentes de luz para adequar suas necessidades por es- 
tes produtos nas reagoes de assimilagao de carbono e em 
outros processes biossinteticos. Como sera visto no Capitu- 
lo 20, as reagoes de assimilagao de carbono requerem ATP 
e NADPH em uma razao 3:2. 

Essa regulagao das vias de transferencia de eletrons e 
parte de uma adaptagao de curto prazo a mudangas na cor 
(comprimento de onda) e na quantidade (intensidade) de 
luz, conforme descrito a seguir. 

Transi^oes de estado mudam a distribui^o do LHCll 
entre os dois fotossistemas 

A energia necessaria para excitar o PSI (P700) e menor (luz 
de comprimento de onda mais longo, menor energia) do 
que aquela necessaria para excitar o PSII (P680). Se o PSI 
e o PSII fossem fisicamente contiguos, os excitons que se 
originassem no sistema de antena do PSII migrariam para o 
centro de reagao do PSI, deixando o PSII cronicamente su- 
bexcitado e interferindo com a operagao do sistema de dois 
centros. Esse desequilibrio no suprimento de excitons e im- 
pedido pela separagao dos dois fotossistemas na membra¬ 
na tilacoide (Figura 19-62). 0 PSII esta localizado quase 
exclusivamente nas pilhas de membranas firmemente ade- 
ridas dos grana de tilacoides; seu complexo coletor de luz 
associado (LHCII) controla a forte associagao das membra¬ 
nas adjacentes dos grana. 0 PSI e o complexo ATP-sintase 
estao localizados quase exclusivamente nas membranas ti¬ 
lacoides nao aderidas (as lamelas estromais), onde eles tern 
acesso aos conteudos do estroma, incluindo ADP e NADP^. 
0 complexo de citocromos 5^ esta presente primariamente 
nos grana. 

A associagao do LHCII com o PSI e o PSII depende da 
intensidade e do comprimento de onda da luz, os quais po- 
dem mudar no curto prazo, levando a transigoes de esta¬ 
do no cloroplasto. No estado 1, um residuo critico de Thr no 
LHCII nao esta fosforilado, e o LHCII se associa ao PSII. Sob 
condigoes de luz intensa ou azul, que favoregam a absorgao 
pelo PSII, o fotossistema reduz a plastoquinona a plastoqui- 
nol (PQH 2 ) mais rapido do que o PSI consegue oxida-la. 0 
acumulo resultante de PQH 2 ativa uma proteina-cinase, que 
desencadeia a transigao para o estado 2 pela fosforilagao de 
um residuo de Thr no LHCII (Figura 19-63). A fosforilagao 
enfraquece a interagao do LHCII com o PSII, e parte do LH¬ 
CII se dissocia e se movimenta ate a lamela estromal; aqui, 
ele captura fotons (excitons) para o PSI, acelerando a oxi- 
dagao do PQH 2 e revertendo o desequilibrio entre o fluxo de 
eletrons no PSI e no PSII. Em luz menos intensa (na sombra 
ou com mais luz vermelha), o PSI oxida o PQH 2 mais rapido 
do que o PSII consegue faze-lo, e o aumento resultante da 
[PQ] desencadeia a desfosforilagao do LHCII, revertendo o 
efeito da fosforilagao. 

A transigao de estado na localizagao do LHCII e mutua- 
mente regulada com a transigao da fotofosforilagao ciclica 
para a aciclica, descrita anteriormente; a via de eletrons e 
principalmente aciclica no estado 1 e principalmente ciclica 
no estado 2. 
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FIGURA 19-62 Localiza^ao do PSI e do PSIl nas membranas tilacoi- 
des. (a) As estruturas dos complexes e das proteinas soluveis do aparato 
fotossintetico de uma planta vascular ou alga, desenhadas na mesma escala. 
As estruturas sao fotossistema II (PDB ID 2AXT), complexo de citocromos b^f 
(PDB ID 2E74), plastocianina (PDB ID 1AG6), fotossistema I (PDB ID 1QZV), fer- 
rodoxina (PDB ID 1A70) e ferrodoxina:NADP-redutase (PDB ID 1QGO). A ATP- 
-sintase e a composipao mostrada na Figura 19-25c. (b) 0 complexo coletor 


de luz LHCll e a ATP-sintase estao localizados tanto nas regioes de adesao 
da membrana tilacoide (lamelas granais, onde varias membranas estao em 
contato), quanto em regioes sem adesao (lamelas estromais), e tern pleno 
acesso a ADP e NADP^ no estroma. 0 PSIl esta presente quase exclusivamen- 
te nas regioes de adesao, e o PSI quase exclusivamente nas regioes sem ade¬ 
sao, exposto ao estroma. 0 LHCll e o"adesivo"que segura as lamelas aderidas 
umas as outras (ver Figura 19-63). 


Membrana 

tilacoide 

Proteina- 
-cinase 
ATP ADP 

Pj 

Proteina- 
-fosfatase 


Aderido Nao aderido 

(estadol) (estado2) 

A agua e quebrada pelo complexo de libera^ao de 
oxigenio 

A fonte final de eletrons passados para o NADPH na fotos- 
sintese de plantas (oxigenica) e a agua. Tendo doado um 


FIGURA 19-63 Equilibrando o fluxo de eletrons no PSI e no PSIl por 
transi^ao de estados. Um dominio hidrofobico do LHCll em uma lamela 
tilacoide se insere na lamela vizinha e adere intimamente as duas membra¬ 
nas (estado 1). 0 acumulo de plastoquinol (nao mostrado) estimula uma 
proteina-cinase, que fosforila um residuo deTyr no dominio hidrofobico do 
LHCll, reduzindo sua afinidade pela membrana tilacoide vizinha e conver- 
tendo regioes de adesao em regioes de nao adesao (estado 2). Uma prote- 
ina-fosfatase especifica reverte esta fosforilaqao regulatoria quando a razao 
[PQ]/[PQHJ aumenta. 


eletron para a feofitina, o P680^ (do PSIl) precisa adquirir 
um eletron para retornar a sen estado basal, em preparagao 
para a captura de outro foton. A principio, o eletron neces- 
sario pode vir de varies compostos organicos e inorganicos. 
As bacterias fotossinteticas usam uma variedade de doado- 
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FIGURA19-64 Atividade de quebra da agua do complexo de libera^ao de oxigenio. (a) Aqui 
esta mostrado o processo que produz urn agente oxidante de quatro eletrons - centre multinuclear 
com quatro ions Mn, urn ion Ca e quatro atomos de oxigenio - no complexo de quebra da agua do 
PSIl. A absorqao sequencial de quatro fotons (excitons), cada absorqao causando a perda de urn ele- 
tron do agrupamento de Mn 4 Ca, produz urn agente oxidante que pode remover quatro eletrons de 
duas moleculas de agua, produzindo O 2 . Os eletrons perdidos do agrupamento de Mn 4 Ca passam, urn 
de cada vez, para urn residue oxidado deTyr em uma proteina do PSIl e, entao, para o P680^. (b) 0 
centre metalico do complexo de quebra da agua, obtido por cristalografia por raios X (PDB ID 3ARC). 
Tyr^^\ conhecida por participar da oxidaqao da agua, e vista ligada por ligaqoes de hidrogenio a uma 
rede de moleculas de agua, incluindo diversas que estao em contato direto com o agrupamento de 
Mn 4 Ca. Esse e o local de uma das reaqoes mais importantes da biosfera! 


res de eletrons com esse objetivo - acetate, succinate, ma- 
lato on sulfeto - dependendo do que esta disponivel em um 
determinado nicho ecologico. Cerca de 3 bilboes de anos 
atras, a evolugao das bacterias fotossinteticas primitivas (as 
progenitoras das cianobacterias modernas) produziu um 
fotossistema capaz de retirar eletrons de um deader que 
sempre esta disponivel - a agua. Duas moleculas de agua 
sao quebradas, produzindo quatro eletrons, quatro protons 
e oxigenio molecular: 

2 H 2 O-> 4H^ + 4e~ + O 2 

Um unico foton de luz visivel nao tern energia suficiente 
para quebrar as ligagoes na agua; quatro fotons sao neces¬ 
saries nessa reagao de clivagem fotolitica. 

Os quatro eletrons removidos da agua nao passam di- 
retamente ao P680^, que so pode aceitar um eletron de 
cada vez. Em vez disso, um esquema molecular notavel, o 
complexo de liberagao de oxigenio (tambem chamado 
de complexo de quebra da agua) passa quatro eletrons, 
um de cada vez, para o PGSO"^ (Figura 19-64). 0 deader 
imediato de eletrons para o P680^ e um residue de Tyi (co- 
mumente designado como Z ou Tyr^) na subunidade D1 do 
centre de reagao do PSIL 0 residue de Tyr perde tanto um 
proton quanto um eletron, gerando o radical livre eletrica- 
mente neutro de Tyr, *Tyr: 

4 P680^ + 4 Tyr-> 4 P680 + 4 ‘Tyr (19-13) 

0 radical Tyr retoma 0 eletron e 0 proton perdidos, oxidan- 
do um agrupamento de quatro ions manganes e um ion cal- 
cio no complexo de quebra da agua. A cada transferencia in¬ 
dividual de eletrons, 0 agrupamento de Mn 4 Ca se torna mais 
oxidado. Quatro transferencias individuais de eletrons, cada 
uma correspondendo a absorgao de um foton, produzem 
uma carga de 4+ no agrupamento de Mn 4 Ca (Figura 19-64): 

4 ’Tyr + [Mn^Ca]”-^ 

4 Tyr + [Mn^Cap (19-14) 


Neste estado, o agrupamento de Mn 4 Ca pode retirar quatro 
eletrons de um par de moleculas de agua, liberando 4 
e02: 

[Mn 4 Ca] + 2H2O-> 

[Mn 4 Ca]''+ 4H^ + O 2 (19-15) 

Como os quatro protons produzidos nesta reagao sao libe- 
rados no lumen do tilacoide, o complexo de liberagao de 
oxigenio atua como bomba de protons, usando a energia da 
transferencia de eletrons. A soma das equagoes de 19-12 a 
19-15 e 

2 H 2 O + 2 PQ 3 + 4 fotons-> O 2 + 2 PQ 3 H 2 (19-16) 

A estrutura detalhada do agrupamento de liberagao de oxi¬ 
genio foi obtida por cristalografia por raios X de alta reso- 
lugao. 0 agrupamento metalico assume a forma de uma ca- 
deira (Figura 19-64b). 0 assento e as pernas da cadeira sao 
feitos por tres ions Mn, um ion Ca, e quatro atomos de 0. 0 
quarto Mn e outro 0 formam o encosto da cadeira. Quatro 
moleculas de agua tambem sao vistas na estrutura crista- 
lina, duas associadas com um dos ions Mn, as outras duas 
com o ion Ca. E possivel que uma ou mais dessas molecu¬ 
las de agua seja aquela que sofre oxidagao para produzir 
O 2 . Esse agrupamento metalico esta associado a uma pro¬ 
teina periferica de membrana (M^ 33.000) no lado luminal 
da membrana tilacoide, que presumivelmente estabiliza o 
agrupamento. 0 residuo de Tyr designado Z, por meio do 
qual os eletrons se movem entre a agua e o centre de reagao 
do PSIl, e parte de uma rede de moleculas de agua ligadas 
por ligagoes de hidrogenio, que inclui as quatro associadas 
com o agrupamento de Mn 4 Ca. 0 mecanismo detalhado da 
oxidagao de agua pelo agrupamento de Mn4Ca nao e conhe- 
cido, mas esta sob intensa investigagao. A reagao e central 
a vida na Terra e pode envolver quimica bioinorganica sin¬ 
gular. A determinagao da estrutura do centre polimetalico 
tern inspirado diversas hipoteses razoaveis e testaveis. Pi¬ 
que ligado. 
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RESUMO 19.8 Evento fotoquimico central: fluxo de eletrons 
promovido pela luz 

► As bacterias tern um unico centre de reagao; nas bacte- 
rias purpuras, ele e do tipo feofitina-quinona, e em bac¬ 
terias verdes sulfurosas, do tipo Fe-S. 

► Estudos estruturais do centre de reagao de uma bac¬ 
teria purpura forneceram informagoes sobre o fluxo de 
eletrons promovido pela luz, de um par excitado espe¬ 
cial de moleculas de clorofila, por meio da feofitina, para 
quinonas. Os eletrons entao passam das quinonas, pelo 
complexo de citocromos e de volta ao centre de fo- 
torreagao. 

► Uma via alternativa, em bacterias verdes sulfurosas, en- 
via eletrons de quinonas reduzidas para o NAD^. 

► As cianobacterias e as plantas tern dois centres de fotor- 
reagao diferentes, arranjados em sequencia. 

► 0 fotossistema I das plantas passa eletrons do seu cen¬ 
tre de reagao excitado, P700, por meio de uma serie 
de carregadores, para a ferredoxina, que entao reduz 
NADP^ a NADPH. 

► 0 centre de reagao do fotossistema II das plantas, P680, 
passa eletrons para a plastoquinona, e os eletrons per- 
didos do P680 sao repostos por eletrons de H 2 O (doado- 
res de eletrons diferentes de HgO sao usados em outros 
organismos). 

► 0 fluxo de eletrons pelos fotossistemas produz NADPH 
e ATP 0 fluxo ciclico de eletron produz apenas ATP e 
permite variabilidade nas proporgoes de NADPH e ATP 
formados. 

► A localizagao do PSI e do PSII* entre as lamelas granais 
e estromais pode mudar e e indiretamente controlada 
pela intensidade da luz, otimizando a distribuigao de ex- 
citons entre PSI e PSII para uma captura eficiente de 
energia. 

► A quebra da agua promovida pela luz e catalisada por 
um complexo proteico contendo Mn e Ca; Og e produ- 
zido. A plastoquinona reduzida carrega eletrons para o 
complexo de citocromos bj'. Daqui eles passam para a 
plastocianina e entao para o P700, para repor aqueles 
perdidos durante sua fotoexcitagao. 

► 0 fluxo de eletrons pelo complexo de citocromos b^f 
bombeia protons atraves da membrana plasmatica, cri- 
ando uma forga proton-motriz que fornece a energia 
para a sintese de ATP por uma ATP-sintase. 

19.9 Smtese de ATP pela fotofosforila^ao 

A atividade combinada dos dois fotossistemas vegetais move 

eletrons da agua ao NADP^, conservando parte da energia 

da luz absorvida como NADPH (Figura 19-58). Simultanea- 


* N. de T. Os autores se referem a localizagao do LHCll e nao de PSI e PSll. 
Estes nao tern mobilidade, ao contrario do LHCll, cuja posigao em relagao 
aos fotossistemas e modulada pela intensidade e pelo comprimento de onda 
da luz (conforme descrito no texto sobre transigao de estados). 


mente, protons sao bombeados 
atraves da membrana tilacoide 
e energia e conservada na forma 
de um potencial eletroquimico. 
Agora sera apresentado o pro- 
cesso pelo qual esse gradiente 
de protons permite a smtese de 
ATP, o outro produto de conser- 
vagao de energia das reagoes 
dependentes de luz. 

Em 1954, Daniel Arnon e 
colaboradores descobriram que 
ATP e gerado a partir de ADP 
e Pi durante a transferencia fotossintetica de eletrons 
em cloroplastos de espinafre iluminados. Apoio para es- 
sas descobertas veio do trabalho de Albert Frenkel, que 
detectou produgao de ATP dependente de luz em estru- 
turas membranaceas contendo pigmentos, chamadas de 
cromatoforos, derivadas de bacterias fotossinteticas. Os 
pesquisadores concluiram que parte da energia lumino- 
sa capturada pelos sistemas fotossinteticos desses orga¬ 
nismos e transformada em energia de ligagao fosfato do 
ATP. Esse processo e chamado de fotofosforilagao, para 
distingui-lo da fosforilagao oxidativa em mitocondrias du¬ 
rante a respiragao. 

Um gradiente de protons acopla o fluxo de eletrons e a 
fosforilagao 

Diversas propriedades da transferencia fotossintetica de 
eletrons e da fotofosforilagao em cloroplastos indicam que 
um gradiente de protons desempenha o mesmo papel que 
na fosforilagao oxidativa mitocondrial. (1) Os centros de 
reagao, os carregadores de eletrons e as enzimas formado- 
ras de ATP estao localizados em uma membrana impermea- 
vel a protons - a membrana tilacoide - que precisa estar 
intacta para sustentar a fotofosforilagao. (2) A fotofosforila¬ 
gao pode ser desacoplada do fluxo de eletrons por reagen- 
tes que promovem a passagem de protons atraves da mem¬ 
brana tilacoide. (3) A fotofosforilagao pode ser bloqueada 
por venturicidina e agentes semelhantes, que inibem a for- 
magao de ATP a partir de ADP e P^ pela ATP-sintase mito¬ 
condrial (Tabela 19-4). (4) A smtese de ATP e catalisada 
por complexos F^F^, localizados na superficie externa das 
membranas tilacoides e muito semelhantes em estrutura e 
fungao aos complexos F^F^ das mitocondrias. 

Moleculas transferidoras de eletrons na cadeia de car¬ 
regadores que conecta o PSII e o PSI sao assimetricamen- 
te orientadas na membrana tilacoide, de forma que o fluxo 
fotoinduzido de eletrons resulta no movimento liquido de 
protons atraves da membrana, do lado estromal para o lu¬ 
men do tilacoide (Figura 19-65). Em 1966, Andre Jagen- 
dorf mostrou que um gradiente de pH atraves da membrana 
tilacoide (alcalina do lado de fora) poderia fornecer a forga 
propulsora para gerar ATP. Essas observagoes iniciais de 
Jagendorf proporcionaram algumas das evidencias experi- 
mentais mais importantes a favor da hipotese quimiosmoti- 
ca de Mitchell. 



Daniel Arnon, 1910-1994 
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FIGURA19-65 Circuitos de protons e de eletrons durante a fotofos- 
forila^ao. Os eletrons (setas azuis) se movem da agua, por meio do PSIl, 
da cadeia intermediaria de carregadores e do PSI, chegando finalmente ao 
NADP^. Os protons (setas vermelhas) sao bombeados para o lumen do tila¬ 
coide pelo fluxo de eletrons por meio de carregadores que ligam o PSIl e o 
PSI, entrando novamente no estroma atraves de canals de protons formados 
pelo Fq (designado como CFJ da ATP-sintase. A subunidade F^ catalisa 
a sintese de ATP. 


Jagendorf incubou cloro- 
plastos no escuro em tampao de 
pH 4; o tampao penetrou lenta- 
mente no compartimento inter- 
no dos tilacoides, diminuindo 
sen pH interno. Ele adicionou 
ADP e na suspensao de clo- 
roplastos no escuro e, entao, 
de repente, aumentou o pH do 
meio externo para 9, momen- 
taneamente criando um gran¬ 
de gradiente de pH atraves da 
membrana. A medida que os 
protons saiam dos tilacoides 
em diregao ao meio, ATP era gerado a partir de ADP e P^. 
Como a formagao de ATP ocorria no escuro (sem acresci- 
mo de energia pela luz), esse experimento mostrou que um 



Andre Jagendorf 


gradiente de pH atraves da membrana e um estado de alta 
energia que, da mesma forma que na fosforilagao oxidati- 
va mitocondrial, pode medlar a transdugao de energia da 
transferencia de eletrons em energia quimica do ATP 

A estequiometria aproximada da fotofosforila^o foi 
estabelecida 

A medida que os eletrons se deslocam da agua para o 
NADP^ nos cloroplastos vegetais, cerca de 12 H^ movimen- 
tam-se do estroma para o lumen do tilacoide para cada qua- 
tro eletrons que passam (on seja, por 0^ formado). Quatro 
desses protons sao transportados pelo complexo de libe- 
ragao de oxigenio e ate oito pelo complexo de citocromos 
bj. 0 resultado mensuravel e uma diferenga de 1.000 vezes 
na concentragao de protons atraves da membrana tilacoide 
(ApH = 3). Lembre-se de que a energia estocada em um 
gradiente de protons (o potencial eletroquimico) tern dois 
componentes: uma diferenga na concentragao de protons 
(ApH) e um potencial eletrico (Ai//) devido a separagao de 
cargas. Em cloroplastos, o ApH e o componente dominante; 
o movimento de contra-ions aparentemente dissipa a maior 
parte do potencial eletrico. Em cloroplastos iluminados, a 
energia estocada no gradiente por mol de protons e 

AG = 2,3RT ApH + ZJ Ai// = —17 kJ/mol 

de forma que o movimento de 12 mols de protons atraves 
da membrana tilacoide representa uma conservagao de cer¬ 
ca de 200 kJ de energia - energia suficiente para promover 
a sintese de varies moles de ATP (AG'° = 30,5 kJ/mol). Me- 
didas experimentais fornecem valores de cerca de 3 ATP 
por O 2 produzido. 

Pelo menos oito fotons precisam ser absorvidos para im- 
pulsionar quatro eletrons da H 2 O ate o NADPH (um foton 
por eletron em cada centre de reagao). A energia em oito 
fotons de luz visivel e mais do que suficiente para a sintese 
de tres moleculas de ATP. 

A sintese de ATP nao e a unica reagao de conservagao 
de energia da fotossintese em plantas; o NADPH formado 
ao final da transferencia de eletrons tambem e energetica- 
mente rico. A equagao geral para a fotofosforilagao aciclica 
(um termo explicado a seguir) e 

2 H 2 O + 8 fotons + 2NADP^ + ~3ADP"^ + -3F, -> 

O 2 + ~3ATP + 2NADPH (19-17) 

A ATP-sintase dos cloroplastos e semelhante aquela das 
mitocondrias 

A enzima responsavel pela sintese de ATP nos cloroplastos 
e um grande complexo com dois componentes funcionais, 
CFq e CF^ (G designando sua localizagao nos cloroplastos). 
CFq e um poro transmembrana de protons, composto por 
varias proteinas integrals de membrana e homologo ao F^ 
mitocondrial. CF^ e um complexo proteico periferico de 
membrana, muito similar na composigao, na estrutura e na 
fungao das subunidades ao F^ mitocondrial. 
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A microscopia eletronica de secgoes de cloroplastos 
mostra os complexos de ATP-sintase como projegoes ar- 
redondadas na superficie externa (estromal ou n) das 
membranas tilacoides; esses complexos correspondem aos 
complexos de ATP-sintase vistos como projegoes na su¬ 
perficie interna (matriz ou n) da membrana mitocondrial 
interna. Assim, a relagao entre a orientagao da ATP-sin¬ 
tase e a diregao do bombeamento de protons e a mesma 
nos cloroplastos e nas mitocondrias. Em ambos os casos, a 
porgao da ATP-sintase esta localizada no lado mais alca- 
lino (n) da membrana, pela qual protons fluem a favor do 
gradiente de concentragao; a diregao do fluxo de protons 
em relagao a e a mesma em ambos os casos: de p para n 
(Figura 19-66). 

Acredita-se que o mecanismo da ATP-sintase dos cloro¬ 
plastos tambem seja essencialmente identico aquele de sua 
analoga mitocondrial; ADP e P^ prontamente se condensam 
para formar ATP na superficie da enzima, e a liberagao des- 
te ATP ligado a enzima requer uma forga proton-motriz. A 
catalise rotacional sequencialmente envolve cada uma das 
tres subunidades j8 da ATP-sintase na sintese de ATP, na 
liberagao de ATP e na ligagao de ADP + P. (Figuras 19-26 
e 19-27). 

Prediz-se que a ATP-sintase do cloroplasto de espina- 
fre, com 14 subunidades c em seu complexo F^, tenha uma 
razao de ATP formado para eletrons transferidos menor, 
comparada com os complexos F^ de bovinos, leveduras e E. 
coli, com 8, 10, e 10 subunidades c, respectivamente (Fi¬ 
gura 19-29). 

RESUMO 19.9 Smtese de ATP pela fotofosforila^ao 

► Em plantas, tanto a reagao de quebra da agua quanto o 
fluxo de eletrons pelo complexo de citocromos bj' sao 
acompanhados pelo bombeamento de protons atraves 
da membrana tilacoide. A forga proton-motriz assim 
criada promove a smtese de ATP por um complexo 
CFqCF^ similar ao complexo F^F^ mitocondrial. 

Mitocondria Cloroplasto Bacteria (£ coli) 





FIGURA 19-66 Compara^ao da topologia do movimento de protons e 
da orientagao da ATP-sintase nas membranas de mitocdndrias, cloro¬ 
plastos e da bacteria E coli, Em cada caso, a orientagao do gradiente de 
protons em relagao a atividade da ATP-sintase e a mesma. 


► 0 mecanismo catalitico do CF^CF^ e muito similar ao de 
ATP-sintases de mitocondrias e bacterias. A rotagao fisi- 
ca promovida pelo gradiente de protons e acompanhada 
pela smtese de ATP em sitios que se alternam entre tres 
conformagoes, uma com alta afinidade por ATP, uma 
com alta afinidade por ADP e P^ e uma com baixa afini¬ 
dade pelos dois nucleotideos. 

19.10 Evolu^ao da fotossmtese oxigenica 

0 aparecimento da fotossmtese oxigenica na Terra ha cerca 
de 2,5 bilhoes de anos foi um evento crucial na evolugao da 
biosfera. Ate entao, a Terra estava essencialmente despro- 
vida de oxigenio molecular e carecia da camada de ozonio 
que protege os organismos vivos da radiagao UV solar. A 
fotossmtese oxigenica tornou disponivel um suprimento 
quase ilimitado de agente redutor (HgO) para promover 
a produgao de compostos organicos por reagoes biossin- 
teticas redutoras. Os mecanismos evoluiram, permitindo 
aos organismos usar Og como aceptor final de eletrons em 
transferencias de eletrons altamente energeticas a partir de 
substrates organicos, empregando a energia da oxidagao 
para sustentar seu metabolismo. 0 complexo aparato fotos- 
sintetico de uma planta vascular moderna e a culminagao 
de uma serie de eventos evolutivos, o mais recente sendo a 
aquisigao, por celulas eucarioticas, de um endossimbionte 
cianobacteriano. 

Os cloroplastos evoluiram a partir de antigas bacterias 
fotossinteticas 

Os cloroplastos em organismos modernos lembram as mi¬ 
tocondrias em diversas propriedades e acredita-se que 
tenham se originado pelo mesmo mecanismo que deu 
origem as mitocondrias: endossimbiose. Da mesma forma 
que as mitocondrias, os cloroplastos contem seu proprio 
DNA e sua propria maquinaria de smtese proteica. Alguns 
dos polipeptideos das proteinas dos cloroplastos sao co- 
dificados por genes dos cloroplastos e sintetizados nos 
cloroplastos; outros sao codificados por genes nucleares, 
sintetizados fora dos cloroplastos e importados (Capitulo 
27). Quando as celulas vegetais crescem e se dividem, os 
cloroplastos dao origem a novos cloroplastos por divisao, 
durante a qual seu DNA e replicado e dividido entre os clo- 
roplastos-filhos. A maquinaria e o mecanismo de captura 
de luz, fluxo de eletrons e smtese de ATP em cianobacte- 
rias modernas sao semelhantes em muitos aspectos aque- 
les dos cloroplastos vegetais. Essas observagoes levaram a 
hipotese hoje amplamente aceita de que os progenitores 
evolutivos das celulas vegetais modernas sao eucariotos 
primitivos que englobaram cianobacterias fotossinteticas 
e estabeleceram relagoes endossimbioticas estaveis com 
elas (ver Figura 1-38). 

Pelo menos metade da atividade fotossintetica na Ter¬ 
ra hoje ocorre em microrganismos - algas, outros euca¬ 
riotos fotossinteticos e bacterias fotossinteticas. As cia¬ 
nobacterias tern PSII e PSI em sequencia, e o PSII tern 





















PRINCIPIOS DE BlOQUIMICA DE LEHNINGER 789 


uma atividade de quebra de agua associada que lembra 
aquela das plantas. No entanto, os outros gmpos de bac- 
terias fotossinteticas tern apenas um centro de reagao e 
nao quebram agua ou produzem Og. Muitos sao anaerdbios 
obrigatdries e nao toleram 0^; eles precisam usar um outro 
composto que nao seja a agua como deader de eletrons. 
Algumas bacterias fotossinteticas usam compostos inorga- 
nicos como doadores de eletrons (e de hidrogenio). Por 
exemplos, as bacterias verdes sulfurosas usam sulfeto de 
hidrogenio: 

2 H 2 S + CO 2 (CH 2 O) + H 2 O + 2S 

Estas bacterias, em vez de produzirem O 2 molecular, for- 
mam enxofre elementar como produto da oxidagao do H 2 S. 
(Elas posteriormente oxidam o S a SO|~.) Outras bacterias 
fotossinteticas usam compostos organicos como o lactato 
como doadores de eletrons: 

luz 

2 lactato + CO 2 -> (CH 2 O) + H 2 O + 2 piruvato 

A semelhanga fundamental entre a fotossintese das plantas 
e das bacterias, apesar das diferengas nos doadores de ele¬ 
trons que elas utilizam, se torna mais obvia quando a equa- 
gao da fotossintese e escrita na sua forma mais geral 

2 H 2 D + CO 2 (CH 2 O) + H 2 O + 2D 

na qual H 2 D e um doador de eletrons (e de hidrogenio) e D 
e sua forma oxidada. H 2 D pode ser agua, sulfeto de hidroge¬ 
nio, lactato ou algum outro composto organico, dependen- 
do da especie. Muito provavelmente, as bacterias inicial- 
mente desenvolveram a capacidade fotossintetica usando 
H 2 S como fonte de eletrons. 

Os parentes antigos das cianobacterias modernas pro¬ 
vavelmente tenham surgido da combinagao do material 
genetico de dois tipos de bacterias fotossinteticas, com sis- 
temas do tipo observado em bacterias purpuras modernas 
(com via de eletrons do tipo PSII) e em bacterias verdes 
sulfurosas (com via de eletrons que lembra aquela do PSI). 
A bacteria com dois fotossistemas independentes pode ter 
usado um deles em um determinado conjunto de condigoes 
e outro em condigoes diferentes. Ao longo do tempo, um 
mecanismo para conectar os dois fotossistemas para uso 
simultaneo evoluiu, e o sistema tipo PSII adquiriu a capaci¬ 
dade, encontrada em cianobacterias modernas, de quebrar 
a agua. 

As cianobacterias modernas podem sintetizar ATP por 
fosforilagao oxidativa ou por fotofosforilagao, embora nao 
tenham nem mitocondrias e nem cloroplastos. A maqui- 
naria enzimatica para ambos os processos esta em uma 
membrana plasmatica altamente convoluta (Figura 19- 
67). Tres componentes proteicos funcionam nos dois pro¬ 
cessos, fornecendo evidencias de que tenham uma origem 
evolutiva comum (Figura 19-68). Primeiro, o complexo 
capaz de bombear protons, constituido pelos citocromos 
bg/, carrega eletrons da plastoquinona para o citocromo Cg 
na fotossintese e tambem carrega eletrons da ubiquinona 
para o citocromo Cg na fosforilagao oxidativa - o papel de- 
sempenhado pelo citocromo bc^ nas mitocondrias. Segun- 



FIGURA 19-67 As membranas fotossinteticas de uma cianobacte- 
ria. Nestes cortes finos de uma cianobacteria, vistos por microscopia ele- 
tronica de transmissao, as multiplas camadas das membranas internas sao 
vistas preenchendo metade do volume total da celula. 0 ampio sistema de 
membranas cumpre a mesma funpao dos tilacoides das plantas vasculares, 
proporcionando uma grande area de superficie, que contem toda a maqui- 
naria fotossintetica. (Barra = 100 nm.) 

do, o citocromo Cg, homdlogo ao citocromo c mitocondrial, 
carrega eletrons do complexo III para o complexo IV em 
cianobacterias; ele tambem pode carregar eletrons do com¬ 
plexo de citocromos bg/para o PSI - papel desempenhado 
em plantas pela plastocianina. Ve-se, portanto, a homologia 
funcional entre o complexo de citocromos bg/ cianobacte- 
riano e o complexo de citocromos bc^ mitocondrial, e entre 
o citocromo Cg cianobacteriano e a plastocianina vegetal. 
0 terceiro componente conservado e a ATP-sintase, que 
funciona na fosforilagao oxidativa e na fotofosforilagao em 
cianobacterias e nas mitocondrias e nos cloroplastos de eu- 
cariotos fotossinteticos. A estrutura e o mecanismo notavel 
dessa enzima foram fortemente conservados ao longo da 
evolugao. 

Em Halobactehum, uma so protema absorve luz e 
bombeia protons para promover a smtese de ATP 

Em certas arqueobacterias modernas, evoluiu um meca¬ 
nismo bastante diferente para converter a energia da luz 
em gradiente eletroquimico. A arqueobacteria halofilica 
(“apreciadora de sal”) Halobacterium salinarum descen- 
de de progenitores evolutivos antigos. Essa arqueobacteria 
(comumente referida como halobacteria) vive apenas em 
lagoas e lagos salgados (o Great Salt Lake e o Mar Morto, 
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Fosforilagao 

Fotofosforilagao oxidativa 


(a) (b) 

FIGURA 19-68 Os papeis duplos dos citocromos bje do citocromo 
Cg em cianobacterias refletem origens evolutivas. As cianobacterias 
usam os citocromos b/, o citocromo c^ e a plastoquinona tanto para a fos- 
forilapao oxidativa quanto para a fotofosforilaqao. (a) Na fotofosforilaqao, os 
eletrons fluem (da parte superior para a inferior) da aqua para o NADP^. (b) 
Na fosforilaqao oxidativa, os eletrons fluem do NADH para o O 2 . Ambos os 
processos sao acompanhados pelo movimento de protons atraves da mem- 
brana, realizado por urn cicio Q. 


por exemplo), onde a alta concentragao de sal - que pode 
exceder 4 m- resulta da perda de agua por evaporagao; na 
verdade, as halobacterias nao podem viver em concentra- 
goes de NaCl menores do que 3 m. Esses organismos sao 
aerobios e normalmente usam o Og para oxidar moleculas 
combustiveis organicas. No entanto, a solubilidade do Og 
e tao baixa em lagoas salgadas que algumas vezes o meta- 
bolismo oxidative precisa ser suplementado pela luz solar 
como fonte alternativa de energia. 

A membrana plasmatica de H. salinarum apresenta 
porgoes que contem o pigmento de absorgao de luz bacte- 
riorrodopsina, o qual contem retinal (o derivado aldeido 
da vitamina A; ver Figura 10-21) como um grupo prostetico 
capaz de absorver luz. Quando as celulas sao iluminadas, o 


retinal-todo-^ra?zs ligado a bacteriorrodopsina absorve um 
foton e sofre fotoisomerizagao para retinal-IS-cis, forgando 
uma mudanga conformacional na proteina. A restauragao 
do retinal-todo-^rarz.s e acompanhada pelo movimento de 
saida de protons atraves da membrana plasmatica. A bacte¬ 
riorrodopsina, com apenas 247 residues de aminoacidos, e 
a bomba de protons mais simples impulsionada pela luz que 
se conhece. A diferenga na estrutura tridimensional da bac¬ 
teriorrodopsina no escuro e depois da iluminagao (Figura 
19-69a) sugere uma via pela qual uma serie de saltos de 
protons em concerto poderia efetivamente mover um pro¬ 
ton atraves da membrana. 0 cromoforo retinal esta ligado 
por uma ligagao via base de Schiff ao grupo £:-amino de um 
residue de Lys. No escuro, o nitrogenio dessa base de Schiff 
esta protonado; quando iluminado, a fotoisomerizagao do 
retinal baixa o pA^^ desse grupo, e ele libera sen proton para 
um residue de Asp proximo, desencadeando uma serie de 
saltos laterals de protons que acabam resultando na libera- 
gao de um proton na superficie externa da membrana (Fi¬ 
gura 19-69b). 

0 potencial eletroquimico atraves da membrana promo¬ 
ve a volta dos protons para dentro da celula por meio de um 
complexo de ATP-sintase de membrana muito similar aque- 
le das mitocondrias e dos cloroplastos. Assim, quando o Og 
e limitado, as halobacterias podem usar a luz para suple- 
mentar o ATP sintetizado pela fosforilagao oxidativa. As ha¬ 
lobacterias nao liberam Og e nem realizam a fotorredugao 
do NADP"^; sua maquinaria de fototransdugao e, portanto, 
muito mais simples do que aquela de cianobacterias on 
plantas. No entanto, sen mecanismo de bombeamento de 
protons pode se revelar um prototipo para muitas outras 
bombas de ions mais complexas. ^ Bacteriorrodopsina 

RESUM019.10 Evolu^ao da fotossmtese oxigenica 

► As cianobacterias modernas sao derivadas de um or- 
ganismo antigo que adquiriu dois fotossistemas, um do 
tipo encontrado hoje em bacterias purpuras, e o outro 
do tipo encontrado em bacterias verdes sulfurosas. 

► Muitos microrganismos fotossinteticos obtem eletrons 
para a fotossintese nao da agua, mas de doadores como 
H^S. 

► As cianobacterias, com os fotossistemas em sequencia e 
com uma atividade de quebra de agua que liberou oxige- 
nio para a atmosfera, apareceram na Terra ha cerca de 
2,5 bilhoes de anos. 

► Os cloroplastos, assim como as mitocondrias, evoluiram 
de bacterias vivendo endossimbioticamente em celulas 
eucarioticas primitivas. As ATP-sintases de bacterias, 
cianobacterias, mitocondrias e cloroplastos comparti- 
Iham um precursor evolutivo e um mecanismo enzima- 
tico comum. 

► Um mecanismo inteiramente diferente para converter a 
energia da luz em um gradiente de protons evoluiu em 
arqueobacterias modernas, no qual o pigmento coletor 
de luz e o retinal. 
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FIGURA 19-66 Um mecanismo diferente para o bombeamento de 
protons evoluiu independentemente em uma arqueobacteria ha- 
lofflica. (a) A bacteriorrodopsina (M^ 26.000) de Holobocterium holobium 
tern sete helices a que atravessam a membrana (PDB ID 1C8R). 0 cromofo- 
ro retinal-todo-frans (em purpura) esta covalentemente ligado por meio de 
uma base de Schiff ao grupo £r-amino de um residue de Lys bem no interior 
da membrana. Ao longo da proteina estao uma serie de residues de Asp e 
Glu e uma serie de moleculas de agua proximamente associadas que, juntas, 
fornecem a via transmembrana para protons (setas cor-de-rosa). As etapas 
de O a © indicam movimentos de protons, descritos a seguir. 

(b) No escuro (painel da esquerda), a base de Schiff esta protonada. 
A iluminaqao (painel da direita) fotoisomeriza o retinal, forqando mudanqas 
conformacionais sutis na proteina que alteram a distancia entre a base de 
Schiff e seus residues de aminoacidos vizinhos. A interaqao com estes vizi- 
nhos (Leu^^ e Val^^) baixa o p/Cg da base e Schiff protonada, e a base doa seu 
proton a um grupo carboxil proximo no Asp^^ [etapa O em (a)]. Isso inicia 
uma serie de saltos laterais em concerto de protons entre moleculas de agua 
(ver Figura 2-14) no interior da proteina, que termina com © a liberaqao de 
um proton que estava sendo partilhado por Glu^^^ e Glu^°^ perto da super- 
ficie extracelular (Tyr®^ forma uma ligaqao de hidrogenio com Glu^^^ que fa- 
cilita esta liberaqao de protons). © A base de Schiff readquire um proton do 
Asp^^ o qual O retira um proton do citosol. © Finalmente, o Asp®^ doa seu 
proton, levando a uma nova protonaqao do par Glu^°^-Glu^^^. Este sistema 
esta agora pronto para outra rodada de bombeamento de proton. 
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oxigenio (ERO) 740 

radical superoxido 
CO-) 740 
complexo 111 740 


complexo de citocromos 
be, 740 
ciclo Q 741 
complexo IV 742 
citocromo-oxidase 742 
forga proton-motriz 744 
ATP-sintase 747 
Fi-ATPase 750 
catalise rotacional 752 
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modelo de troca de 
ligagao 754 

razao P/O 755 

razao P/2e“ 755 

langadeira do malato- 
-aspartato 758 
langadeira do glicerol-3- 
-fosfato 759 
controle pelo 
aceptor 760 
razao massa-agao 760 
tecido adiposo marrom 
(TAM) 763 
termogenina (protema 
desacopladora 1) 763 
citocromo P-450 763 
xenobioticos 763 
apoptose 764 
apoptossomo 764 
caspase 764 
heteroplasmia 767 
homoplasmia 767 
reagoes dependentes de 
luz 769 

reagoes luminosas 769 

reagoes de assimilagao de 
carbono 769 
reagao de fixagao de 
carbono 769 
tilacoides 770 
grana 770 
lamelas 770 
estroma 770 
reagao de Hill 770 
foton 771 
quantum 771 
estado excitado 771 


estado basal 771 
fluorescencia 771 

exciton 771 
transferencia de 
excitons 771 

clorofilas 771 

complexos coletores de luz 
(LHCs) 773 

pigmentos 
acessorios 773 
carotenoides 773 
espectro de agao 774 
fotossistema 774 
centro de reagao 
fotoqmmico 774 
feofitina 776 
fotossistema II (PSII) 779 
fotossistema I (PSI) 780 
plastocianina 780 
fotossmtese 
oxigenica 780 
esquema Z 780 
plastoquinona (PQ^) 780 

fluxo aciclico de 
eletrons 783 
fluxo ciclico de 
eletrons 783 
fotofosforilagao 
ciclica 783 
transigao de estado 783 
complexo de liberagao de 
oxigenio 785 
complexo de quebra da 
agua 785 
cromatoforo 786 
fotofosforilagao 786 
bacteriorrodopsina 790 
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Problemas 

1. Rea^oes de oxida^ao-redu^ao. 0 complexo da NADH- 
-desidrogenase da cadeia respiratoria mitocondrial promove a 
seguinte serie de reagoes de oxidagao-redugao, nas quais Fe^^ 
e Fe^^ representam os centros de ferro-enxofre, Q e ubiquino- 
na, QH 2 e ubiquinol e E e a enzima: 

(1) NADH + + E-FMN-^ NAD^ + E-FMNH 2 

(2) E-FMNH 2 + 2Fe^^-> E-FMN + 2Fe^^ + 2H^ 

(3) 2Fe^^ + 2H^ + Q-> 2Fe^^ + QH 2 

Soma-. NADH + + Q-> NAD^ + QH 2 

Para cada uma das tres reagoes catalisadas pelo complexo da 
NADH-desidrogenase, identifique (a) o doador de eletrons, (b) 
o aceptor de eletrons, (c) o par redox conjugado, (d) o agente 
redutor e (e) o agente oxidante. 

2. Todas as partes da ubiquinona tern uma fungao. Na 

transferencia de eletrons, apenas a porgao quinona da ubiqui- 
nona sofre oxidagao-redugao; a cadeia lateral isoprenoide per- 
manece inalterada. Qual a fungao desta cadeia? 

3. Uso do FAD em vez do NAD^ na oxida^ao do succi- 
nato. Todas as desidrogenases da glicolise e do ciclo do acido 
citrico usam NAD^ (A'° para NADVNADH e -0,32 V) como 
aceptor de eletrons, exceto pela succinato-desidrogenase, que 
usa FAD covalentemente ligado (A'° para FAD/FADH 2 nessa en¬ 
zima e 0,050 V). Sugira por que 0 FAD e um aceptor de eletrons 
mais apropriado do que 0 NAD^ na desidrogenagao do succina- 
to, com base nos valores de A'° para fumarato/succinato (E'° = 
0,031 V), NADVNADH, e succinato-desidrogenase FAD/FADH 2 . 

4. Grau de redu^ao dos carregadores de eletrons na 
cadeia respiratoria. 0 grau de redugao de cada carregador 
na cadeia respiratoria e determinado pelas condigoes na mi- 
tocondria. Por exemplo, quando NADH e O 2 sao abundantes, 
o grau de redugao em estado estacionario dos carregadores 
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decresce a medida que os eletrons passam do substrato ao Og. 
Quando a transferencia de eletrons e bloqueada, os carregado- 
res antes do bloqueio se tornam mais reduzidos e aqueles alem 
do bloqueio se tornam mais oxidados (ver Figura 19-6). Para 
cada uma das condigoes abaixo, preveja o estado de oxidagao 
da ubiquinona e dos citocromos b,c^,cea + ag. 

(a) NADH e Og abundantes, mas cianeto adicionado. 

(b) NADH abundante, mas Og exaurido. 

(c) Og abundante, mas NADH exaurido. 

(d) NADH e Og abundantes. 

5. Efeito da rotenona e da antimicina A na transferen¬ 
cia de eletrons. Rotenona, produto toxico natural de plan- 
tas, inibe fortemente a NADH-desidrogenase em mitocondrias 
de insetos e peixes. Antimicina A, um antibiotico toxico, inibe 
fortemente a oxidagao do ubiquinol. 

(a) Explique por que a ingestao de rotenona e letal para 
algumas especies de insetos e peixes. 

(b) Explique por que a antimicina A e um veneno. 

(c) Considerando que a rotenona e a antimicina A sao 
igualmente efetivas em bloquear sens respectivos sitios na ca- 
deia de transferencia de eletrons, qual delas seria um veneno 
mais potente? Explique. 

6. Desacopladores da fosforilagao oxidativa. Em mi¬ 
tocondrias normais, a taxa de transferencia de eletrons esta 
fortemente acoplada a demanda por ATP. Quando a taxa de 
uso do ATP e relativamente baixa, a taxa de transferencia de 
eletrons e baixa; quando a demanda por ATP aumenta, a taxa 
de transferencia de eletrons aumenta. Sob essas condigoes de 
estreito acoplamento, o numero de moleculas de ATP produ- 
zidas por atomo de oxigenio consumido quando o NADH e o 
doador de eletrons - a razao P/0 - e de cerca de 2,5. 

(a) Imagine o efeito de uma concentragao relativamente bai¬ 
xa e de uma concentragao relativamente alta de um agente de- 
sacoplador na taxa de transferencia de eletrons e na razao P/0. 

(b) A ingestao de desacopladores causa sudorese profusa e 
um aumento na temperatura corporal. Explique esse fenome- 
no em termos moleculares. 0 que acontece com a razao P/0 na 
presenga dos desacopladores? 

(c) 0 desacoplador 2,4-dinitrofenol ja foi prescrito como 
remedio de emagrecimento. Como esse agente poderia, a prin- 
cipio, auxiliar na perda de peso? Agentes desacopladores nao 
sao mais prescritos, porque algumas mortes ocorreram apos 
sen uso. Por que a ingestao de desacopladores pode levar a 
morte? 

7. Efeitos da valinomicina na fosforilagao oxidativa. 

Quando o antibiotico valinomicina e adicionado a mitocon¬ 
drias que respiram ativamente, vmos eventos acontecem: o 
rendimento de ATP diminui, a taxa de consume de Og aumen¬ 
ta, calor e liberado e o gradiente de pH atraves da membrana 
mitocondrial interna aumenta. A valinomicina age como um 
desacoplador on como um inibidor da fosforilagao oxidativa? 
Explique as observagoes experimentais em termos da capaci- 
dade do antibiotico de transferir ions atraves da membrana 
mitocondrial interna. 

8. Modo de agao da dicicloexilcarbodi-imida (DCCD). 

Quando DCCD e adicionada a suspensao de mitocondrias firme- 
mente acopladas e respirando ativamente, a velocidade de trans¬ 
ference de eletrons (medida pelo consume de Og) e de produgao 
de ATP diminui drasticamente. Se uma solugao de 2,4-dinitrofe¬ 
nol e agora adicionada ao preparado, o consume de Og retorna ao 
normal, mas a produgao de ATP permanece inibida. 


(a) Qual processo na transferencia de eletrons ou na fosfo¬ 
rilagao oxidativa e afetado pela DCCD? 

(b) Por que a DCCD afeta o consume de Og nas mitocon¬ 
drias? Explique o efeito do 2,4-dinitrofenol no preparado mito¬ 
condrial inibido. 

(c) Qual dos seguintes inibidores mais se assemelha a 
DCCD em sua agao: antimicina A, rotenona ou oligomicina? 

9. Compartimentalizagao dos componentes do ciclo do 
acido citrico. A isocitrato-desidrogenase e encontrada ape- 
nas na mitocondria, mas a malato-desidrogenase e encontrada 
tanto no citosol quanto na mitocondria. Qual o papel da mala¬ 
to-desidrogenase citosolica? 

10. O sistema de transporte do malato-a-cetoglutara- 

to. 0 sistema de transporte que conduz malato e Q!-cetoglu- 
tarato atraves da membrana mitocondrial interna (ver Figura 
19-31) e inibido por r^-butilmalonato. Suponha que o ?z-butil- 
malonato seja adicionado a uma suspensao aerobia de celulas 
renais usando exclusivamente glicose como combustivel. Pre¬ 
veja o efeito desse inibidor em (a) glicolise, (b) consume de 
oxigenio, (c) formagao de lactato e (d) sintese de ATP. 

11. A concentragao celnlar de ADP controla a forma¬ 
gao de ATP. Embora tanto ADP quanto P^ sejam necessaries 
para a sintese de ATP, a velocidade de sintese depende prin- 
cipalmente da concentragao de ADP e nao da de P^. Por que? 

12. Escalas de tempo dos eventos regulatorios em 
mitocondrias. Compare as provaveis escalas de tempo para 
os ajustes na velocidade da respiragao causados por (a) au¬ 
mento na [ADP] e (b) redugao em pOg. 0 que explica essa 
diferenga? 

13. O efeito Pastenr. Quando Og e adicionado a uma sus¬ 
pensao anaerobia de celulas consumindo glicose em alta velo¬ 
cidade, essa velocidade diminui marcantemente a medida que 
o Og e consumido e o acumulo de lactato cessa. Esse efeito, pri- 
meiramente observado por Louis Pasteur na decada de 1860, e 
caracteristico da maioria das celulas capazes tanto de catabo- 
lismo aerobio quanto anaerobio da glicose. 

(a) Por que o acumulo de lactato cessa depois que o Og e 
adicionado? 

(b) Por que a presenga de Og diminui a taxa de consume 
de glicose? 

(c) De que forma o inicio do consume de Og reduz a taxa 
de consume de glicose? Explique em termos de enzimas es- 
pedficas. 

14. Mntantes de levednras com deficiencias na respi¬ 
ragao e a prodngao de etanol. Mutantes de leveduras com 
deficiencias na respiragao (p) “petites”) podem ser produzidos 
a partir de pais do tipo selvagem por um tratamento com agen¬ 
tes mutagenicos. Os mutantes carecem de citocromo-oxidase, 
deficit que afeta marcantemente seu comportamento metaboli- 
co. Um efeito notavel e que a fermentagao nao e suprimida por 
Og - ou seja, os mutantes nao apresentam o efeito Pasteur (ver 
Problema 13). Algumas empresas estao muito interessadas em 
usar esses mutantes para fermentar cavacos de madeira ate 
etanol para uso energetico. Explique a vantagem de usar esses 
mutantes em vez de leveduras do tipo selvagem para produgao 
de etanol em larga escala. Por que a ausencia da citocromo- 
-oxidase elrmina o efeito Pasteur? 

15. Vantagens dos snpercomplexos para a transferen¬ 
cia de eletrons. Existe evidencia crescente de que os com- 
plexos mitocondriais 1,11, 111 e IV sejam parte de um supercom- 
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plexo maior. Qual poderia se a vantagem de ter todos os quatro 
complexos em um supercomplexo? 

16. Quantos protons em uma mitocondria? A transfe- 
rencia de eletrons transloca protons da matriz mitocondrial 
para o meio externo,* estabelecendo um gradiente de pH 
atraves da membrana interna (o lado de fora mais acido do 
que o de dentro). A tendencia dos protons de se difundirem 
de volta a matriz e a forga propulsora para a sintese de ATP 
pela ATP-sintase. Em uma suspensao de mitocondrias em um 
meio de pH 7,4, o pH da matriz foi avaliado em 7,7 durante a 
fosforilagao oxidativa. 

(a) Calcule [H^] no meio externo e na matriz nessas con- 
digoes. 

(b) Qual a razao da [H^] entre o lado de fora e o lado de 
dentro? Comente sobre a energia inerente a essa diferenga de 
concentragao. (Dica: ver Equagao 11-4; p. 410.) 

(c) Calcule o numero de protons em uma mitocondria he- 
patica respirando ativamente, presumindo que sen comparti- 
mento matricial e uma esfera de 1,5 jam de diametro. 

(d) A partir desses dados, o gradiente de pH sozinho e su- 
ficiente para gerar ATP? 

(e) Se nao e, sugira de que forma surge a energia necessa- 
ria para a sintese de ATP 

17. Taxa de renovagao do ATP em musculo cardiaco de 
ratos. 0 musculo cardiaco de ratos operando aerobicamente 
obtem mais de 90% das suas necessidades de ATP via fosforila¬ 
gao oxidativa. Cada grama de tecido consome 0^ na velocidade 
de 10 jamoPmin, com glicose como fonte de combustivel. 

(a) Calcule a velocidade de consume de glicose e produgao 
de ATP pelo musculo cardiaco. 

(b) Para uma concentragao de ATP em equilibrio esta- 
cionario de 5 jamoPg de tecido muscular cardiaco, calcule o 
tempo necessario (em segundos) para repor completamente 
o conjunto (pool') celular de ATP. 0 que esse resultado indi- 
ca sobre a necessidade de estreita regulagao da produgao de 
ATP? (Nota: as concentragoes sao expressas como micromols 
per grama de tecido muscular porque o tecido e principalmen- 
te agua.) 

18. A taxa de quebra de ATP em musculo de voo de 
insetos. A produgao de ATP no musculo de voo da mosca 
Lucilia sericata resulta quase que exclusivameute da fosfori¬ 
lagao oxidativa. Durante o voo, 187 mb de 02/h-g de peso cor¬ 
poral sao necessarios para manter a concentragao de ATP de 
7,0 jamoPg de musculo. Considerando que o musculo de voo 
compreende 20% do peso da mosca, calcule a taxa de repo- 
sigao do conjunto de ATP no musculo de voo. Quanto tempo 
duraria o reservatorio de ATP na auseucia da fosforilagao oxi¬ 
dativa? Considere para o calculo que os equivalentes redutores 
sao transferidos pela langadeira do glicerol-3-fosfato e que o O 2 
esta a 25°C e a 101,3 kPa (1 atm). 

19. Doeuga mitocoudrial e caucer. Mutagoes nos 
genes que codificam certas proteinas mitocondriais estao 

associadas a alta incidencia de certos tipos de cancer. De que 
forma mitocondrias com defeitos podem levar ao cancer? 

20. Gravidade variavel de uma doeuga mitocou¬ 
drial. Pessoas com uma doeuga causada por um defeito 

especifico no genoma mitocondrial podem ter sintomas que 
variam de moderados a graves. Explique por que. 




21. Movimeuto trausmembraua de equivaleutes redu¬ 
tores. Sob condigoes aerobias, o NADH extramitocondrial 
precisa ser oxidado pela cadeia mitocondrial de transferencia 
de eletrons. Considere um preparado de hepatocitos de ratos 
contendo mitocondrias e todas as enzrmas citosolicas. Se [4-^H] 
NADH e introduzido, radioatividade logo aparece na matriz mi¬ 
tocondrial. No entanto, se [7-^^C]NADH e introduzido, nenhu- 
ma radioatividade aparece na matriz. 0 que essas observagoes 
revelam sobre a oxidagao do NADH extramitocondrial pela ca¬ 
deia de transferencia de eletrons? 



[4-^H]NADH 



[7-^^C]NADH 


^ 1 22. Altos uiveis de alauiua uo saugue associados 
■ ^ a defeitos ua fosforilagao oxidativa. Em sua maio- 
ria, as pessoas com defeitos geneticos na fosforilagao oxidativa 
tern concentragoes relativamente altas de alauiua no saugue. 
Explique isso em termos bioquimicos. 

23. Coujuutos (pools) de NAD^ e atividades de desi- 
drogeuases. Embora tanto a piruvato-desidrogenase quan¬ 
to a gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase usem NAD^ como 
aceptor eletronico, as duas enzimas nao competem pelo mes- 
mo conjunto de NAD celular. Por que? 


^ 1 24. O diabetes como cousequeucia de defeitos mi- 
. ^ tocoudriais. A glicocinase e essencial para o metabolis- 
mo da glicose em celulas j8 pancreaticas. Os humanos com 
duas copias defeituosas do gene da glicocinase exibem diabe¬ 
tes neonatal grave, enquanto aqueles com apenas uma copia 
defeituosa do gene tern uma forma bem mais moderada da 
doeuga (diabetes juvenil com inicio na maturidade, MODY2, de 
mature onset diabetes of the young). Explique essa diferenga 
em termos da biologia das celulas j8. 

] 25. Efeitos das mutagoes uo complexo II mito- 
■ ^ coudrial. Mudangas em um unico nucleotideo no gene 
da succinato-desidrogenase (complexo 11) estao associadas a 
tumores carcinoides do intestino medio. Sugira um mecanismo 
para explicar essa observagao. 


26. Eficieucia fotoquimica da luz em difereutes com- 
primeutos de ouda. A velocidade da fotossintese, medida 
pela produgao de O 2 , e maior quando uma planta verde e ilumi- 
nada com luz de comprimento de ouda de 680 um do que com 
luz de 700 um. No entanto, a combinagao de luz de 680 e 700 
um gera uma taxa de fotossintese maior do que a luz de cada 
um dos comprimentos de ouda isoladamente. Explique. 


27. Plauilha de balaugo da fotossiutese. Em 1804, The¬ 
odore de Saussure observou que o peso total (de oxigenio e de 
materia organica seca) produzido pelas plantas e maior do que 
o peso de dioxido de carbono consumido durante a fotossinte- 
se. De onde vem esse peso extra? 

28. O papel do HgS em algumas bacterias fotossiute- 
ticas. Bacterias purpuras sulfurosas,** quando iluminadas, 
realizam a fotossintese na presenga de H 2 O e de ^^C 02 , mas 


* N. de T. 0 meio externo a que o problema se refere seria o espago inter- _ 

membranas. ** N. deT. Certamente os autoressereferem as bacterias verdessulfurosas. 
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apenas se H 2 S e adicionado e Og e removido. Durante o curso 
da fotossmtese, medida pela formagao de [^^C]carboidrato, H 2 S 
e convertido em enxofre elementar, mas nenhum O 2 e produ- 
zido. Qual o papel da conversao de H 2 S em enxofre? For que 
nenhum O 2 e produzido? 

29. O aumento do poder redutor do fotossistema I pela 
absorgao de luz. Quando o fotossistema I absorve luz ver- 
melha a 700 nm, o potencial de redugao padrao do P700 muda 
de 0,40 V para cerca de -1,2 V. Que fragao da luz absorvida e 
aprisionada na forma de forga redutora? 

30. Fluxo de eletrons pelos fotossistemas I e II. Pre- 
veja como um inibidor da passagem de eletrons pela feofitina 
afetaria o fluxo de eletrons pelo (a) do fotossistema II e (b) do 
fotossistema L Explique o seu raciocinio. 

31. Smtese limitada de ATP no escuro. Em um experi¬ 
ment o de laboratorio, cloroplastos de espinafre sao iluminados 
na ausencia de ADP e P^; a luz e entao desligada e ADP e Pj sao 
adicionados. ATP e sintetizado por um curto periodo de tempo 
no escuro. Explique esse achado. 

32. Modo de agao do herbicida DCMU. Quando cloro¬ 
plastos sao tratados com 3-(3,4-diclorofenil)-l,l-dimetilureia 
(DCMU ou diuron), um herbicida potente, a liberagao de O 2 e a 
fotofosforilagao cessam. A liberagao de O 2 , mas nao a fotofosfo- 
rilagao, pode ser restaurada pela adigao de um aceptor externo 
de eletrons, ou reagente de Hill. De que forma o DCMU age 
como exterminador de plantas daninhas? Sugira uma localiza- 
gao para a agao inibitoria desse herbicida no esquema mostra- 
do na Figura 19-58. Explique. 

33. Efeito da venturicidina na liberagao de oxigenio. A 

venturicidina e um inibidor poderoso da ATP-sintase do cloro- 
plasto, interagindo com a porgao CF^ da enzlma e bloqueando 
a passagem de protons pelo complexo CF^CEp Como a ven¬ 
turicidina afetaria a liberagao de oxigenio em uma suspensao 
de cloroplastos bem iluminados? A sua resposta mudaria se o 
experimento fosse feito na presenga de um reagente desacop- 
lador, como o 2,4-dinitrofenol (DNP)? Explique. 

34. Bioenergetica da fotofosforilagao. As concentragoes 
de equilibrio estacionario de ATP, ADP e P^ em cloroplastos iso- 
lados de espinafre sob iluminagao plena a pH 7 sao 120, 6 e 700 
[jm, respectivamente. 

(a) Qual a energia livre necessaria para a smtese de 1 mol 
de ATP nestas condigoes? 

(b) A energia para a smtese de ATP e fornecida pela trans- 
ferencia de eletrons induzida pela luz nos cloroplastos. Qual 
a variagao minima de voltagem necessaria (durante a transfe- 
rencia de um par de eletrons) para sintetizar ATP nessas con¬ 
digoes? (Talvez voce precise consultar a Equagao 13-7, p. 531.) 

35. Energia Inminosa para nma reagao redox. Suponha 
que voce tenha isolado um novo microrganismo fotossintetico 
que oxida H 2 S e passa os eletrons ao NAD^. Luz de qual com- 
primento de onda forneceria energia suficiente para o H 2 S re- 
duzir o NAD^ sob condigoes padrao? Assuma 100% de eficien- 
cia no evento fotoquimico e use E'° de -243 mV para o H 2 S e 
-320 mV para o NAD^. Ver Figura 19-48 para os equivalentes 
de energia da luz de diferentes comprlmentos de onda. 

36. Constante de eqnilibrio para as reagoes de qnebra 
da agna. A coenzima NADP^ e o aceptor final de eletrons nos 
cloroplastos, de acordo com a reagao 

2 H 2 O + 2NADP^-> 2NADPH + 2H^ + O 2 


Use a informagao na Tabela 19-2 para calcular a constante de 
equilibrio para esta reagao a 25°C. (A relagao entre e AG'° 
e discutida na p. 508.) De que forma o cloroplasto pode supe- 
rar esse equilibrio desfavoravel? 

37. Energetica da fototransdngao. Durante a fotossinte- 
se, oito fotons precisam ser absorvidos (quatro em cada fotos¬ 
sistema) para cada molecula de O 2 produzida: 

2 H 2 O + 2NADP^ + 8 fotons-> 2NADPH + 2H’" + 0^ 

Assumindo que esses fotons tenham um comprimento de onda 
de 700 nm (vermelho) e que a absorgao de luz e o uso da ener¬ 
gia luminosa sao 100% eficientes, calcule a variagao de energia 
livre para o processo. 

38. Transferencia de eletrons para nm reagente de 

Hill. Cloroplastos isolados de espinafre liberam O 2 quando ilu¬ 
minados na presenga de ferricianeto de potassio (um reagente 
de Hill), de acordo com a equagao 

2 H 2 O + 4Fe’*'"-> O 2 + 4H^ + 4Fe^'" 

onde Fe®^ representa ferricianeto e Fe^"^, ferrocianeto. NADPH 
e produzido neste processo? Explique. 

39. Com que frequencia uma molecula de clorofila ab¬ 
sorve um foton? A quantidade de clorofila a (Mj.892) em uma 
folha de espinafre e de cerca de 20 fig/cin de superficie foliar. 
Sob luz solar de meio-dia (quando a energia media atingindo a 
folha e de 5,4 J/cm^ • min), a folha absorve cerca de 50% da 
radiagao. Com que frequencia uma unica molecula de clorofila 
absorve um foton? Considerando que 0 tempo de vida medio de 
uma molecula excitada de clorofila in vivo e 1 ns, que fragao 
das moleculas de clorofila e excitada em um momento qualquer? 

40. Efeito da luz monocromatica no fluxo de ele¬ 
trons. A extensao na qual um carregador de eletrons e oxi- 
dado ou reduzido durante a transferencia fotossintetica de 
eletrons algumas vezes pode ser observada diretamente com 
um espectrofotometro. Quando os cloroplastos sao iluminados 
com luz de 700 nm, citocromo/, plastocianina e plastoquinona 
sao oxidados. No entanto, quando os cloroplastos sao ilumi¬ 
nados com luz de 680 nm, esses carregadores de eletrons sao 
reduzidos. Explique. 

41. Fungao da fotofosforilagao ciclica. Quando a razao 
[NADPH]/[NADP^] nos cloroplastos e alta, a fotofosforilagao e 
predominantemente ciclica (ver Figura 19-58). O 2 e liberado 
durante a fotofosforilagao ciclica? NADPH e produzido? Expli¬ 
que. Qual a principal fungao da fotofosforilagao ciclica? 


Problema de analise de dados 

42. Fotofosforilagao: descoberta, rejeigao e redes- 
coberta. Nos anos de 1930 e 1940, pesquisadores estavam 
comegando a progredir na diregao da compreensao do meca- 
nismo da fotossintese. Naquela epoca, o papel das “ligagoes 
fosfato ricas em energia” (hoje, “ATP”) na glicolise e na respi- 
ragao celular estava apenas comegando a ser conhecido. Havia 
muitas teorias sobre o mecanismo da fotossintese, especial- 
mente sobre o papel da luz. Este problema focaliza aquilo que 
era entao chamado de “processo fotoquimico primmo” - ou 
seja, o que exatamente a energia da luz capturada produz na 
celula fotossintetica. E interessante que uma parte importante 
do modelo moderno da fotossintese foi proposta cedo, apenas 
para ser rejeitada, ignorada por varios anos e entao finaknente 
reavivada e aceita. 
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Em 1944, Emerson, Stauffer e Umbreit propuseram que “a 
fungao da energia luminosa na fotossmtese e a formagao de 
ligagoes fosfato ricas em energia” (p. 107). No modelo deles 
(de agora em diante, “modelo de Emerson”), a energia livre 
necessaria para impulsionar a fixagao e a redngao do COg vinha 
dessas “ligagoes fosfato ricas em energia” (i.e., ATP), produzi- 
das como resultado da absorgao de luz por uma proteina con- 
tendo clorofila. 

Esse modelo foi explicitamente rejeitado por Rabinowi- 
tch (1945). Depois de resumir os achados de Emerson e co- 
laboradores, Rabinowitch afirmou: “ate que evidencias mais 
positivas sejam fornecidas, estamos inclinados a considerar 
como mais convincente um argumento geral contra esta hi- 
potese, que pode ser derivado de consideragoes energeticas. 
A fotossmtese e eminentemente um problema de acumulo 
de energia. Que bem pode fazer, entao, converter quanta de 
luz (mesmo aqueles da luz vermelha, que chegam a cerca de 
43 kcal por einstein) em ‘quanta de fosfato’ de apenas 10 kcal 
por mol? Isso parece ser uma largada na diregao errada - em 
diregao a dissipagdo em vez de em diregao ao acumulo de 
energia” (Vol. I, p. 228). Esse argumento, junto com outras 
evidencias, levou ao abandono do modelo de Emerson ate a 
decada de 1950, quando se viu que era correto - embora em 
uma forma modificada. 

Para cada informagao do artigo de Emerson e colaborado- 
res apresentada de (a) a (d), responda as tres questoes que 
seguem: 

1. Como e que essas informagoes sustentam o modelo de 
Emerson, no qual a energia da luz e usada diretamente 
pela clorofila para/a^er ATP, e o ATP entao fornece a 
energia para promover a fixagao e a redugao do COg? 

2. Como Rabinowitch explicaria essas informagoes, com 
base em seu modelo (e na maioria dos outros modelos 
da epoca), no qual a energia da luz e usada diretamen¬ 
te pela clorofila para produzir compostos redutoresl 
Rabinowitch escreveu: “teoricamente, nao existe razao 
por que toda a energia eletronica contida em moleculas 
excitadas pela absorgao de luz nao deveria estar dis- 
ponivel para oxidagao-redugao” (Vol. I, p. 152). Nesse 
modelo, os compostos reduzidos sao entao usados para 
fixar e reduzir COg, e a energia para essas reagoes vem 
das grandes quantidades de energia livre liberada pelas 
reagoes de redugao. 


3. De que forma essas informagoes sao explicadas pelo 
entendlmento moderno da fotossmtese? 

(a) A clorofila contem um ion Mg^^, conhecido por ser um 
cofator essencial para muitas enzlmas que catalisam reagoes 
de fosforilagao e desfosforilagao. 

(b) Uma “proteina clorofila” bruta isolada de celulas fotos- 
sinteticas mostrou atividade fosforilante. 

(c) A atividade fosforilante da “proteina clorofila” foi inibi- 
da pela luz. 

(d) Os niveis de diferentes compostos fosforilados em ce¬ 
lulas fotossinteticas mudaram dramaticamente em resposta a 
exposigao a luz (Emerson e colaboradores nao foram capazes 
de identificar os compostos especificos envoMdos). 

No final das contas, os modelos de Emerson e Rabinowitch 
estavam ambos parcialmente corretos e parcialmente incorre- 
tos. 

(e) Explique como os dois modelos se relacionam ao mode¬ 
lo atual da fotossmtese. 

Em sua rejeigao do modelo de Emerson, Rabinowitch foi 
alem e disse: “a dificuldade da teoria do armazenamento de 
fosfato aparece mais claramente quando se considera o fato 
de que, sob luz fraca, oito ou dez quanta de luz sao suficien- 
tes para reduzir uma molecula de dioxido de carbono. Se cada 
quantum fosse produzir uma molecula de fosfato de alta ener¬ 
gia, a energia acumulada seria de apenas 80 a 100 kcal por 
einstein - enquanto a fotossmtese requer menos 112 kcal 
por mol e provavelmente mais, por causa das perdas em rea¬ 
goes parciais irreversiveis” (Vol. 1, p. 228). 

(f) De que forma o valor de Rabinowitch de 8 a 10 fotons 
por molecula reduzida de COg se compara com o valor hoje 
aceito? Voce precisa consultar o Capitulo 20 para algumas das 
informagoes aqui requeridas. 

(g) Como voce rebateria o argumento de Rabinowitch, com 
base no conhecimento atual sobre a fotossmtese? 
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20.1 Smtese fotossintetica de carboidratos 799 
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E ste capitulo marca um ponto decisivo no estudo do me¬ 
tabolismo celular. Ate agora, na Parte II, foi descrito de 
que modo os principais combustiveis metabolicos - car¬ 
boidratos, acidos graxos e aminoacidos - sao degradados 
por vias cataholicas convergentes para ingressarem no 
ciclo do acido citrico e entregarem sens eletrons a cadeia 
respiratoria, e de que forma esse fluxo exergonico de ele¬ 
trons ao oxigenio esta acoplado a smtese endergonica de 
ATP. Agora o foco e direcionado as vias anaholicas, que 
usam energia quimica na forma de ATP e NADH on NADPH 
para sintetizar componentes celulares a partir de molecu- 
las precursoras simples. As vias anabolicas geralmente sao 
redutoras em vez de oxidativas. 0 catabolismo e o anabolis- 
mo ocorrem simultaneamente em um estado estacionario 
dinamico, de forma que a degradagao geradora de energia 
de componentes celulares e contrabalangada por processos 
biossinteticos, os quais criam e mantem a intrincada organi- 
zagao das celulas vivas. 

As plantas precisam ser especialmente versateis na ma- 
neira como lidam com os carboidratos, por varias razoes. 
Primeiro, as plantas sao autotrofos, capazes de converter 
carbono inorganico (como COg) em compostos organicos. 
Segundo, a biossmtese ocorre principalmente em plastide- 
os, organelas delimitadas por membranas, exclusivas dos 
organismos fotossinteticos, e o movimento de intermedia¬ 
ries entre compartimentos celulares e um importante as- 
pecto do metabolismo. Terceiro, as plantas nao sao moveis: 
elas nao podem se mover para encontrar melhores supri- 
mentos de agua, luz solar e nutrientes. Elas precisam ter 
flexibilidade metabolica o suficiente para que possam adap- 
tar-se a condigoes mutaveis no local onde estao enraizadas. 
Finalmente, as plantas tern paredes celulares grossas, feitas 
de polimeros de carboidratos, que precisam ser montados 


do lado de fora da membrana plasmatica e que constituem 
uma proporgao significativa dos carboidratos celulares. 

Este capitulo comega com uma descrigao do processo 
pelo qual o COgC assimilado em trioses e hexoses; a seguir, 
aborda a fotorrespiragao, importante reagao colateral du¬ 
rante a fixagao do COg, e as maneiras pelas quais certas 
plantas evitam essa reagao colateral. Depois analisa como 
a biossmtese de sacarose (para transporte de agucar) e de 
amido (para estocagem de energia) e realizada por meca- 
nismos analogos aqueles utilizados por celulas animals para 
sintetizar glicogenio. 0 topico seguinte e a smtese da ce¬ 
lulose das paredes celulares vegetais e do peptideoglicano 
das paredes celulares bacterianas, ilustrando os problemas 
da biossmtese dependente de energia fora da membrana 
plasmatica. Finalmente, sao discutidas as diversas vias que 
compartilham conjuntos de intermediaries comuns e de 
que maneira sao segregadas dentro das organelas, mas, ain- 
da assim, permanecem integradas umas as outras. 

20.1 Smtese fotossintetica de carboidratos 

A smtese de carboidratos em celulas animals utiliza precur- 
sores contendo sempre pelo menos tres carbonos, todos 
eles menos oxidados do que o carbono no COg. Em con- 
trapartida, plantas e microrganismos fotossinteticos podem 
sintetizar carboidratos a partir de COg e agua, reduzindo o 
CO 2 as custas da energia e do poder redutor fornecidos pelo 
ATP e pelo NADPH gerados pelas reagoes dependentes de 
luz da fotossintese (Figura 20-1). As plantas (e outros au¬ 
totrofos) podem usar COg como a unica fonte dos atomos 
de carbono necessarios para a biossmtese de celulose e de 
amido, de lipideos e de proteinas e de muitos outros com¬ 
ponentes organicos nas celulas vegetais. Por outro lado, os 
heterotrofos nao podem realizar a redugao liqnida do COg 
para a smtese liqnida de glicose. 

As plantas verdes contem em sens cloroplastos uma 
maquinaria enzimatica singular, que catalisa a conversao 
de CO 2 em compostos organicos simples (reduzidos), um 
processo denominado assimilagao de CO 2 . Esse processo 
tambem foi chamado de fixagao de CO 2 on fixagao de 
carbono, mas esses termos sao reservados para a reagao 
especifica na qual o CO 2 e incorporado (fixado) em um com- 
posto organico de tres carbonos, a triose-fosfato-3-fosfogli- 
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FIGURA 20-1 A assimila^ao de CO 2 em biomassa nas plantas. A sintese de ATP e 
de NADPH promovida pela luz, descrita no Capitulo 19, fornece energia e poder redutor 
para a fixapao de CO 2 em trioses, a partir das quais sao sintetizados todos os compostos 
carbonados da celula vegetal. Os processes mostrados com setas vermelhas sao o foco 
deste capitulo. 
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cerato. Esse produto simples 
da fotossintese e o precursor 
de biomoleculas mais comple- 
xas, incluindo agucares, po- 
lissacarideos e os metabolitos 
derivados deles, todos sinteti¬ 
zados por vias metabolicas se- 
melhantes aquelas dos tecidos 
animals. 0 dioxido de carbono 
e assimilado por uma via cicli- 
ca, sens intermediarios-chave 
sao constantemente regenera- 
dos. Essa via foi elucidada no 
inicio da decada de 1950 por 
Melvin Calvin, Andrew Benson 
e James A. Bassham e e comumente chamada de ciclo de 
Calvin on, de forma mais descritiva, ciclo de redugao fo- 
tossintetica do carbono. 

0 metabolismo de carboidratos e mais complexo em 
celulas vegetais do que em celulas animals on em micror- 
ganismos nao fotossinteticos. Alem das vias universais da 
glicolise e da gliconeogenese, as plantas apresentam as se- 
quencias de reagoes unicas para a redugao do COg a trioses- 
-fosfato e a via redutora associada da pentose-fosfato - e 
todas essas vias precisam ser coordenadamente reguladas 
para assegurar a alocagao adequada de carbono para a pro- 
dugao de energia e a sintese de amido e sacarose. Enzimas- 
-chave sao reguladas, como sera visto, por (1) redugao de 
ligagoes dissulfeto por eletrons que fluem do fotossistema 
I e por (2) mudangas no pH e na concentragao de Mg^^, 
que resultam da iluminagao. Ao analisar outros aspectos do 
metabolismo dos carboidratos em plantas, tambem encon- 
tram-se enzimas moduladas por (3) regulagao alosterica 
convencional por um on mais metabolitos intermediarios e 
(4) modificagao covalente (fosforilagao). 


Os plasti'deos sao organelas exclusivas das celulas 
vegetais e das algas 

A maioria das atividades biossinteticas em plantas (incluin¬ 
do a assimilagao de COg) ocorre em plastideos, familia 
de organelas que se autorreproduzem, sendo delimitadas 


por uma membrana dupla e contendo um pequeno geno- 
ma que codifica algumas de suas proteinas. A maioria das 
proteinas destinadas aos plastideos e codificada em genes 
nucleares, os quais sao transcritos e traduzidos como ou¬ 
tros genes nucleares; as proteinas sao entao transportadas 
para os plastideos. Os plastideos se reproduzem por fissao 
binaria, replicando sens genomas (molecula unica de DNA 
circular) e usando suas proprias enzimas e ribossomos para 
sintetizar as proteinas codificadas pelo genoma. Os cloro- 
plastos (ver Figura 19-47) sao os sitios da assimilagao de 
COg. As enzimas para esse processo estao contidas no es- 
troma, a fase soluvel, circundado pela membrana interna 
do cloroplasto. Os amiloplastos sao plastideos incolores 
(on seja, carecem de clorofila e de outros pigmentos encon- 
trados nos cloroplastos). Suas membranas internas nao sao 
analogas as membranas fotossinteticas (tilacoides) dos clo¬ 
roplastos e, em tecidos vegetais ricos em amido, esses plas¬ 
tideos estao repletos de granules de amido (Figura 20-2). 
Os cloroplastos podem ser convertidos em proplastideos 
pela perda de suas membranas internas e da clorofila, e os 
proplastideos sao interconversiveis com os amiloplastos 



FIGURA 20-2 Amiloplastos ricos em amido (granulos escuros) sao 
corados com iodo nesta sec^ao de celulas de raiz de Ranunculus, Os 

granulos de amido em varies tecidos variam de 1 a 100 jjLm de diametro. 
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(Figura 20-3). Por sua vez, tanto amiloplastos quanto pro- 
plastideos podem se desenvolver em cloroplastos. A abun- 
dancia relativa dos tipos de plastideos depende do tipo de 
tecido vegetal e da intensidade de iluminagao. As celulas de 
folhas verdes sao ricas em cloroplastos, enquanto os amilo¬ 
plastos dominam os tecidos nao fotossinteticos que arma- 
zenam grandes quantidades de amido, como os tuberculos 
de batata. 

As membranas internas de todos os tipos de plastideos 
sao impermeaveis a moleculas polares e carregadas. 0 tran- 
sito atraves dessas membranas e mediado por conjuntos de 
transportadores especificos. 

A assimila^ao de dioxido de carbono ocorre em 
tres estagios 

0 primeiro estagio na assimilagao do COg em biomolecu- 
las (Figura 20-4) e a reagao de fixagao de carbono: a 

condensagao de COg com um aceptor de cinco carbonos, a 
ribulose-l,5-bifosfato, para formar duas moleculas de 
3-fosfoglicerato. No segundo estagio, o 3-fosfoglicerato e 
reduzido a trioses-fosfato. Ao todo, tres moleculas de COg 
sao fixadas a tres moleculas de ribulose-l,5-bifosfato, para 
formar seis moleculas de gliceraldeido-3-fosfato (18 car¬ 
bonos) em equilibrio com a di-hidroxiacetona-fosfato. No 
terceiro estagio, cinco das seis moleculas de triose-fosfato 
(15 carbonos) sao usadas para regenerar tres moleculas de 
ribulose-l,5-bifosfato (15 carbonos), o material de partida. 
A sexta molecula de triose-fosfato, o produto liquido da fo- 
tossintese, pode ser usada para produzir hexoses para com- 
bustivel e blocos construtivos, sacarose para transporte para 
tecidos nao fotossinteticos on amido para armazenamento. 
Assim, 0 processo global e ciclico, com a conversao continua 
de COg em triose e hexoses-fosfato. A frutose-6-fosfato e um 
intermediario-chave no estagio 3 da assimilagao de COg; ela 
se situa em um ponto de ramificagao, levando a regeneragao 
da ribulose-l,5-bifosfato on a sintese de amido. 

A via da hexose-fosfato ate a pentose-bifosfato 
envolve muitas das mesmas reagoes usadas em 
celulas animals para a conversao de pentoses- 
-fosfato em hexoses-fosfato durante a fase nao 
oxidativa da via da pentose-fosfato (ver Figu¬ 
ra 14-23). Na assimilagao fotossintetica de COg, 
essencialmente o mesmo conjunto de reagoes 
opera na outra diregao, convertendo hexoses- 
-fosfato em pentoses-fosfato. Esse ciclo redutor 
da pentose-fosfato usa as mesmas enzimas que 
a via oxidativa e muitas outras enzimas que tor- 
nam o ciclo redutor irreversivel. Todas as treze 
enzimas da via estao no estroma do cloroplasto. 

Estagio 1: Fixa^ao de CO 2 em 3-fosfogMcerato Uma 

pista importante a respeito da natureza dos me- 
canismos de assimilagao de COg em organismos 


FIGURA 20-4 Os tres estagios da assimilagao de CO^ em organismos 
fotossinteticos. As estequiometrias de tres intermediarios-chave (nume- 
ros entre parenteses) revelam o destine dos atomos de carbono que entram 
e saem do ciclo. Conforme mostrado aqui, tres CO 2 sao fixados para a sintese 
liquida de uma molecula de gliceraldeido-3-fosfato. Este e o ciclo de reduqao 
fotossintetica do carbono ou ciclo de Calvin. 



FIGURA 20-3 Plastideos: suas origens e interconversoes. Todos os 
tipos de plastideos sao delimitados por uma membrana dupla, e alguns 
(em especial os cloroplastos maduros) tern extensas membranas internas. 
As membranas internas podem ser perdidas (quando um cloroplasto ma- 
duro se torna um proplastideo) e ressintetizadas (quando um proplastideo 
da origem a um plastideo pre-granal e, entao, a um cloroplasto maduro). 
Os proplastideos em tecidos nao fotossinteticos (como raizes) dao origem a 
amiloplastos, que contem grandes quantidades de amido. Todas as celulas 
vegetais tern plastideos e estas organelas sao o sitio nao apenas da fotossin- 
tese, mas de outros processes, incluindo a sintese de aminoacidos essenciais, 
de tiamina, de piridoxal-fosfato, de flavinas e de vitaminas A, C, E e K. 


fotossinteticos surgiu no final da decada de 1940. Calvin e 
colaboradores iluminaram uma suspensao de algas verdes 
na presenga de dioxido de carbono radioativo (^^COg) por 
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apenas poucos segundos e entao rapidamente mataram as 
celulas, extrairam seus conteudos e, com a ajuda de me- 
todos cromatograficos, procuraram pelos metabolitos nos 
quais o carbono marcado aparecia primeiro. 0 primeiro 
composto que se tornou marcado foi o 3-fosfoglicerato, 
com o localizado predominantemente no atomo de car¬ 
bono da carboxila. Esses experimentos sugeriram que o 
3-fosfoglicerato e um intermediario inicial na fotossintese. 
As muitas plantas nas quais esse composto de tres carbonos 
e o primeiro intermediario sao chamadas de plantas C 3 , ao 
contrario das plantas C 4 , descritas a seguir. 

A enzima que catalisa a incorporagao do COg em forma 
organica e a ribulose-l,5-bifosfato-carboxilase/oxige- 
nase, nome encurtado para rubisco. Como carboxilase, a 
rubisco catalisa a ligagao covalente do COg ao agucar de 5 
carbonos ribulose-l,5-bifosfato e a cfivagem do intermediario 
instavel de seis carbonos resultante, formando duas molecu- 
las de 3-fosfoglicerato, uma das quais aloja 0 carbono intro- 
duzido como COg em sen grupo carboxila (Figura 20-4). A 
atividade de oxigenase da enzima e discutida na Segao 20.2. 

Existem duas formas distintas de rubisco. A forma I e 
encontrada em plantas vasculares, algas e cianobacterias; 



(a) Visao superior 


a forma II esta confinada a certas bacterias fotossinteti- 
cas. A rubisco das plantas, a enzima crucial na produgao 
de biomassa a partir do COg, tern uma estrutura complexa 
da forma I (Figura 20-5a), com oito subunidades grandes 
identicas 53.000; codificadas no genoma do cloroplasto 
on plastoma), cada uma contendo um sitio catalitico e oito 
subunidades pequenas identicas 14.000; codificadas no 
genoma nuclear) de fungao incerta. A forma II da rubisco 
das bacterias fotossinteticas tern estrutura mais simples, 
tendo duas subunidades que, em muitos aspectos, lembram 
as subunidades grandes da enzima vegetal (Figura 20-5b). 
A similaridade e consistente com a hipotese endossimbio- 
tica para a origem dos cloroplastos (p. 36). A enzima ve¬ 
getal tern um numero de renovagao excepcionalmente bai- 
xo; apenas tres moleculas de COg sao fixadas por segundo 
por molecula de rubisco a 25°C. Portanto, para atingir altas 
taxas de fixagao de COg, as plantas precisam de grandes 
quantidades dessa enzima. De fato, a rubisco constitui qua- 
se 50% da proteina soluvel nos cloroplastos e provavelmen- 
te seja uma das enzimas mais abundantes na biosfera. 

Uma cadeia lateral carbamoilada de Lys com um ion 
Mg^^ ligado e de importancia central para o mecanismo pro- 



Visao lateral 



FIGURA 20-5 Estrutura da ribulose- 1 , 5 -bifosfa- 
to-carboxilase (rubisco). (a) Visao superior e lateral 
de um modelo de fita da forma I da rubisco de espi- 
nafre (PDB ID 8RUC). A enzima tern oito subunidades 
grandes (em azul) e oito pequenas (em cinza), firme- 
mente empacotadas em uma estrutura de maior 
do que 500.000. A rubisco esta presente em uma 
concentragao de cerca de 250 mg/mL no estroma 
do cloroplasto, correspondendo a uma concentragao 
extraordinariamente alta de sitios ativos (~4 mivi). Um 
analogo do estado de transigao, 2-carboxiarabinitol bi- 
fosfato, e mostrado em amarelo, ligado a cada um dos 
oito sitios de ligagao de substrato. Mg^^ e mostrado 
em verde. (b) Modelo de fita da forma II da rubisco 
da bacteria Rhodospirillum rubrum (PDB ID 9RUB). As 
subunidades estao em cinza e azul. 
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Carbannoil-Lys^°^ 


Ribulose-l,5-bifosfato 


FIGURA 20-6 Papel central do no mecanismo catalftico da ru- 

bisco. (Derivado de PDB ID 1RXO) esta coordenado em urn complexo 

aproximadamente octaedrico com seis atomos de oxigenio: urn oxigenio no 
carbamato na Lys^°\- dois nos grupos carboxila do Glu^°^ e do Asp^°^; dois 
em C-2 e C-3 do substrato, ribulose-l,5-bifosfato; e urn no outro substrato, 
CO 2 . Uma molecula de agua ocupa o sitio de ligagao do CO 2 nesta estrutura 
cristalina. Nesta figura, uma molecula de CO 2 e modelada em seu lugar (os 
residuos numerados se referem a enzima do espinafre). 


posto para a rubisco vegetal. 0 ion aproxima e orienta 
os reagentes no sitio ativo (Figura 20-6) e polariza o COg, 
abrindo-o para o ataque nucleofilico pelo intermediario da 
reagao enediolato de cinco carbonos, formado na enzima 
(Figura 20-7). 0 intermediario de seis carbonos resultante 
se quebra para produzir duas moleculas de 3-fosfoglicerato. 
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MECANISMO-FIGURA 20-7 Primeiro estagio da assimilagao de CO 2 : ati- 
vidade de carboxilase da rubisco. A reagao de fixagao de C02e catalisada 
pela ribulose-l,5-bifosfato-carboxilase/oxigenase (rubisco). A reagao global 
realiza a combinagao de um CO 2 e uma ribulose-1,5-bifosfato para formar 


duas moleculas de 3-fosfoglicerato, uma das quais contem o atomo de car- 
bono do C02(em vermelho).Transferencias adicionais de protons (nao mos- 
tradas), envolvendo Lys^°\ Lys^^^ e His^^^ ocorrem em varias destas etapas. 

^ Mecanismo da rubisco; Tutorial da rubisco 
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Como catalisadora do primeiro passo da assimilagao 
fotossintetica de COg, a mbisco e um alvo primario para 
regulagao. A enzima permanece inativa ate que seja carba- 
moilada no grupo 6:-amino da (Figura 20-8). A ribu- 
lose-l,5-bifosfato inibe a carbamoilagao, ligando-se firme- 
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e carbamoilado por CO 2 ; 
Mg^"^ se liga ao carbamoil- 
-Lys, ativando a rubisco. 


FIGURA 20-8 Papel da rubisco-ativase na carbamoila^ao de da 
rubisco. Quando o substrate ribulose-1,5-bifosfato esta ligado ao sitio ativo, 
a Lys^°^ nao esta acessivel. A rubisco-ativase acopla a hidrolise de ATP a ex- 
pulsao do apucar bifosfato ligado, expondo a Lys^°\- este residue de Lys pode 
agora ser carbamoilado com CO 2 em uma reapao que e aparentemente nao 
mediada por enzimas. 0 Mg^^ e atraido e se liga ao carbamoil-Lys negativa- 
mente carregado e a enzima e, entao, ativada. 



mente ao sitio ativo e trancando a enzima na conformagao 
“fechada”, na qual Lys^°^ e inacessivel. A rubisco-ativase 
supera a inibigao promovendo a liberagao dependente de 
ATP da ribulose-1,5-bifosfato, expondo o grupo amino da 
Lys para a carbamoilagao nao enzimatica pelo COg; segue- 
-se, entao, a ligagao do Mg^^, que ativa a rubisco. Em algu- 
mas especies, a rubisco-ativase e ativada pela luz por meio 
de um mecanismo redox semelhante aquele mostrado na 
Figura 20-19. 

Outro mecanismo de regulagao envolve o “inibidor 
noturno” 2-carboxiarabinitol-l-fosfato, um analogo de 
estado de transigao de ocorrencia natural (p. 210), com 
estrutura similar aquela do intermediario j8-cetoacido da 
reagao da rubisco (Figura 20-7). Esse composto, sinte- 
tizado no escuro em algumas plantas, e um potente ini¬ 
bidor da rubisco carbamoilada. Ele e degradado quando 
a luz retorna, ou entao e expelido pela rubisco-ativase, 
ativando a rubisco. 


CH 2 —O—PO^ 
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H—C —OH 
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H—C —OH 

I 

CH 2 OH 

2-Carboxiarabinitol-1 -fosfato 

Estagio 2: Conversao de 3-fosfoglicerato em gliceraldeido-3-fosfa- 

to 0 3-fosfoglicerato formado no estagio 1 e convertido 
em gliceraldeido-3-fosfato em duas etapas que sao essen- 
cialmente o inverse das etapas correspondentes na glicoli- 
se, com uma excegao: o nucleotideo cofator para a redugao 
do 1,3-bifosfoglicerato e NADPH em vez de NADH (Figura 
20-9). 0 estroma do cloroplasto contem todas as enzimas 
glicoliticas, exceto a fosfoglicerato-mutase. As enzimas es- 
tromais e citosolicas sao isoenzimas; ambos os conjuntos de 
enzimas catalisam as mesmas reagoes, mas sao produtos de 
genes diferentes. 

Na primeira etapa do estagio 2, a 3-fosfoglicerato- 
-cinase estromal catalisa a transferencia de um grupo 
fosforil do ATP ao 3-fosfoglicerato, produzindo 1,3-bi- 
fosfoglicerato. A seguir, o NADPH doa eletrons em uma 
redugao catalisada pela isoenzima da gliceraldeido-3- 
-fosfato-desidrogenase especifica dos cloroplastos, 
produzindo gliceraldeido-3-fosfato e P^. As altas con- 
centragoes de NADPH e ATP no estroma do cloroplasto 
permitem que este par de reagoes termodinamicamente 
desfavoraveis proceda na diregao do 1,3-bifosfoglicerato. 
A triose-fosfato-isomerase interconverte entao gliceraldei- 
do-3-fosfato e di-hidroxiacetona-fosfato. Amaior parte das 
trioses fosfato entao produzidas e usada para regenerar 
ribulose-1,5-bifosfato; o restante e convertido em amido 
no cloroplasto e armazenado para uso futuro, ou e expor- 
tado imediatamente ao citosol e convertido em sacarose 
para transporte as regioes em crescimento da planta. Em 
folhas em desenvoMmento, uma porgao significativa das 
trioses-fosfato pode ser degradada pela glicolise para for- 
necer energia. 
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FIGURA 20-9 Segundo estagio da assimila^ao de CO 2 . 0 3-fosfoglice- 
rato e convertido em gliceraldeido-3-fosfato (setas vernnelhas).Tannbenn ilus- 
trados estao os destines alternatives do carbono fixado no gliceraldeido-3- 
-fosfato (setas azuis). A maior parte do gliceraldeido-3-fosfato e reciclada a 
ribulose-1,5-bifosfato, como mostrado na Figura 20-10. Uma pequena frapao 
do gliceraldeido-3-fosfato "extra" pode ser imediatamente utilizada como 
fonte de energia, mas a maioria e convertida em sacarose para transporte 


ou armazenada nos cloroplastos como amido. Neste ultimo case, o glice- 
raldeido-3-fosfato se condensa com di-hidroxiacetona-fosfato no estroma 
para formar frutose-1,6-bifosfato, precursor do amido. Em outras situapoes, o 
gliceraldeido-3-fosfato e convertido em di-hidroxiacetona-fosfato, que deixa 
o cloroplasto per meio de urn transportador especifico (ver Figura 20-15) e, 
no citosol, pode ser degradado glicoliticamente para prover energia ou ser 
usado para formar frutose-6-fosfato e, entao, sacarose. 


Estagio 3: Regenera^ao da ribulose-1,5-bifosfato a partir das trioses- 
-fosfato A primeira reagao na assimilagao de COg em trio- 
ses-fosfato consome ribulose-1,5-bifosfato e, para um fluxo 
continuo de COg para carboidrato, a ribulose-1,5-bifosfato 
precisa ser constantemente regenerada. Isto e alcangado 
por uma serie de reagoes (Figura 20-10) que, junto com os 
estagios 1 e 2, constituem a via ciclica mostrada na Figura 
20-4. 0 produto da primeira reagao de assimilagao (3-fos- 
foglicerato) sofre entao transformagoes que regeneram a 
ribulose-1,5-bifosfato. Os intermediarios nesta via incluem 
agucares de tres, quatro, cinco, seis e sete carbonos. Na dis- 
cussao que segue, todos os numeros das etapas se referem 
a Figura 20-10. 


A etapas O e O sao catalisadas pela mesma enzima, a al¬ 
dolase. Ela catalisa inicialmente a condensagao reversivel 
de gliceraldeido-3-fosfato com di-hidroxiacetona-fosfato, 
produzindo frutose-1,6-bifosfato (etapa O); esta e hidroli- 
sada em frutose-6-fosfato e pela frutose-1,6-bifosfatase 
(FBPase-1) na etapa @. A reagao e fortemente exergonica 
e essencialmente irreversivel. A etapa @ e catalisada pela 
transcetolase, que contem tiamina-pirofosfato (TPP) 
como seu grupo prostetico (ver Figura 14-15a) e requer 
Mg^^. A transcetolase catalisa a transferencia reversivel de 
um grupo cetol de dois carbonos (CH 2 OH—CO—) a par¬ 
tir de um doador cetose-fosfato, a frutose-6-fosfato, para 
um aceptor aldose-fosfato, o gliceraldeido-3-fosfato (Figu- 
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FIGURA 20-10 Terceiro estagio da assimila^ao de CO^. Este diagrama 
esquematico mostra as interconversoes das trioses-fosfato e das pentoses- 
-fosfato. Os circulos pretos representam o numero de carbonos em cada 
composto. Os materiais de origem sao o gliceraldeido-3-fosfato e a di- 
-hidroxiacetona-fosfato. As reagoes catalisadas pela aldolase (O e O) e pela 
transcetolase (0 e @) produzem pentoses-fosfato que sao convertidas em 


ribulose-1,5-bifosfato - a ribose-5-fosfato pela ribose-5-fosfato-isomerase 
O e a xilulose-5-fosfato pela ribulose-5-fosfato-epimerase O. Na etapa 0, a 
ribulose-5-fosfato e fosforilada, regenerando ribulose-1,5-bifosfato. As etapas 
com setas azuis sao exergonicas e tornam o processo todo irreversivel: as 
etapas 0 da frutose-1,6-bifosfatase, © da sedoeptulose-bifosfatase e 0 da 
ribulose-5-fosfato-cinase. 


ra 20-1 la, b), formando a pentose-xilulose-5-fosfato e a 
tetrose-eritrose-4-fosfato. Na etapa O, a aldolase age nova- 
mente, combinando eritrose-4-fosfato com di-hidroxiace- 
tona fosfato, para formar a sedoeptulose-l,7-bifosfato 
de sete carbonos. A sedoeptulose-l,7-bifosfatase, enzima 
exclusiva dos plastideos, converte o bifosfato a sedoeptulo- 
se-7-fosfato (etapa ®); esta e a segunda reagao irreversivel 
na via. A transcetolase age entao novamente, convertendo 
sedoeptulose-7-fosfato e gliceraldeido-3-fosfato em duas 
pentoses-fosfato na etapa 0 (Figura 20-1 Ic). A Figura 
20-12 mostra como um fragmento de dois carbonos e tem- 


porariamente carregado no cofator TPP da transcetolase e 
condensado com os tres carbonos do gliceraldeido-3-fosfato 
na etapa 0 . 

As pentoses-fosfato formadas nas reagoes da transceto¬ 
lase - ribose-5-fosfato e xilulose-5-fosfato - sao convertidas 
em ribulose-5-fosfato (etapas © e 0), a qual, na etapa 
final © do ciclo, e fosforilada pela ribulose-5-fosfato-cinase, 
produzindo ribulose-1,5-bifosfato (Figura 20-13). Essa e 
a terceira reagao muito exergonica da via, uma vez que a 
energia da ligagao fosfato-anidrido no ATP e trocada por 
uma ligagao ester-fosfato na ribulose-1,5-bifosfato. 


































PRINCIPIOS DE BlOQUIMICA DE LEHNINGER 807 


FIGURA 20-11 Reaves do cicio de Calvin catalisadas pela 
transcetolase. (a) Reagao geral catalisada pela transcetolase: 
a transferencia de urn grupo de 2 carbonos, temporariamente 
carregado na TPP ligada a enzima, de urn doador cetose a urn 
aceptor aldose, (b) Conversao de uma hexose e de uma triose 
em agucares de quatro e cinco carbonos (etapa 0 da Figura 20- 
10). (c) Conversao de agucares de sete e de tres carbonos em 
duas pentoses (etapa 0 da Figura 20-10). 
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FIGURA 20-12 TPP como cofator para 
a transcetolase. A transcetolase transfe- 
re urn grupo de dois carbonos da sedoep- 
tulose-7-fosfato ao gliceraldeido-3-fosfato, 
produzindo duas pentoses-fosfato (etapa 
0 da Figura 20-10). A tiamina-pirofosfato 
serve como urn carregador temporario 
da unidade de dois carbonos e como urn 
sugadouro de eletrons (ver Figura 14-15), 
para facilitar as reagoes. 
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FIGURA 20-13 Regenera^ao da ribulose-1,5-bifosfato. 0 material de par- 
tida do cicio de Calvin, ribulose-1,5-bifosfato, e regenerado a partir de duas pen- 
toses-fosfato produzidas no cicio. Esta via envolve a apao de uma isomerase e de 
uma epimerase e, entao, a fosforilapao por uma cinase, com ATP como o doador 
de grupo fosfato (etapas ©, © e © da Figura 20-10). 
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A smtese de cada triose-fosfato a partir do CO2 requer 
seis NADPH e nove ATP 

0 resultado liquido de tres voltas do cicio de Calvin e a con- 
versao de tres moleculas de COg e uma molecula de fosfa¬ 
to em uma molecula de triose-fosfato. A estequiometria da 
via global, do COg a triose-fosfato, com a regeneragao da 


ribulose-1,5-bifosfato, e mostrada na Figura 20-14. Tres 
moleculas de ribulose-1,5-bifosfato (um total de 15 carbo- 
nos) se condensam com 3 COg (3 carbonos) para formar 
seis moleculas de 3-fosfoglicerato (18 carbonos). Essas 
seis moleculas de 6-fosfoglicerato sao reduzidas a seis mo¬ 
leculas de gliceraldeido-3-fosfato (que esta em equilibrio 
com di-hidroxiacetona-fosfato), com o gasto de seis ATP 


FIGURA 20-14 Estequiometria da assimila^ao 
de CO 2 no cicio de Calvin. Para cada tres moleculas 
de CO 2 fixadas, uma molecula de triose-fosfato (gli- 
ceraldeido-3-fosfato) e produzida e nove ATP e seis 
NADPH sao consumidos. 
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(na smtese de 1,3-bifosfoglicerato) e seis NADPH (na re- 
dugao do 1,3-bifosfoglicerato a gliceraldeido-3-fosfato). A 
isoenzima da gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase presen¬ 
te nos cloroplastos pode usar NADPH como sen carreador 
de eletrons e normalmente funciona na diregao da redugao 
do 1,3-bifosfoglicerato. A isoenzima citosolica usa NAD, da 
mesma forma que a enzima glicolitica de animais e de ou- 
tros eucariotos e, no escuro, essa enzima age na glicolise, 
oxidando o gliceraldeido-3-fosfato. As duas isoenzimas da 
gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase, como todas as enzi- 
mas, catalisam a reagao nas duas diregoes. 

Uma molecula de gliceraldeido-3-fosfato e o produto 
liquido da via de assimilagao de carbono. As outras cin- 
co moleculas de triose-fosfato (15 carbonos) sao rearran- 
jadas nas etapas de O a © da Figura 20-10, para formar 
tres moleculas de ribulose-l,5-bifosfato (15 carbonos). A 
ultima etapa nessa conversao requer um ATP por ribulo- 
se-l,5-bifosfato, ou um total de 3 ATP. Assim, em resumo, 
para cada molecula de triose-fosfato produzida pela assi¬ 
milagao fotossintetica de COg, seis NADPH e nove ATP sao 
necessarios. 

NADPH e ATP sao produzidos nas reagoes dependentes 
de luz da fotossintese em uma razao (2:3) aproximadamen- 
te igual aquela em que sao consumidos no ciclo de Calvin. 
Nove moleculas de ATP sao convertidas em ADP e fosfato 
na geragao de uma molecula de triose-fosfato; oito dos fos- 
fatos sao liberados com P. e combinados com 8 ADPs para 
regenerar ATP. 0 nono fosfato e incorporado na propria 
triose-fosfato. Para converter o nono ADP em ATP, uma 
molecula de P^ precisa ser importada do citosol, conforme 
sera visto a seguir. 

No escuro, a produgao de ATP e NADPH pela fotofos- 
forilagao e a incorporagao de COg na triose-fosfato (pelas 
chamadas reagoes do escuro) cessam. As “reagoes do escu¬ 
ro” da fotossintese foram assim chamadas para distingui-las 
das reagoes hasicamente estimuladas pela luz, de transfe- 
rencia de eletrons ao NADP^ e de smtese de ATP, descritas 


no Capitulo 19. Na realidade, elas nao ocorrem em velocida- 
des significativas no escuro e sao, portanto, mais adequada- 
mente chamadas de reagoes de assimilagao de carbono. 

Posteriormente nesta segao serao descritos os mecanismos 
de regulagao que acionam a assimilagao de carbono na luz e 
a “desligam” no escuro. 

0 estroma do cloroplasto contem todas as enzimas ne- 
cessarias para converter as trioses-fosfato produzidas pela 
assimilagao de COg (gliceraldeido-3-fosfato e di-hidroxia- 
cetona-fosfato) em amido, temporariamente armazenado 
no cloroplasto na forma de granules insoluveis. A aldola¬ 
se condensa as trioses produzindo frutose-l,6-bifosfato; a 
frutose-l,6-bifosfatase produz frutose-6-fosfato; a fosfoe- 
xose-isomerase gera glicose-6-fosfato, e a fosfoglicomutase 
produz glicose-1-fosfato, o material inicial para a smtese de 
amido (ver Segao 20.3). 

Todas as reagoes do ciclo de Calvin, exceto aquelas ca- 
talisadas pela rubisco, pela sedoeptulose-l,7-bifosfatase e 
pela ribulose-5-fosfato-cinase, tambem ocorrem em tecidos 
animais. Sem essas tres enzimas, os animais nao conseguem 
realizar a conversao liquida de COg em glicose. 

Um sistema de transpose exporta trioses-fosfato do 
cloroplasto e importa fosfato 

A membrana interna do cloroplasto e impermeavel a maio- 
ria dos compostos fosforilados, incluindo frutose-6-fosfato, 
glicose-6-fosfato e frutose-l,6-bifosfato. Entretanto, ela 
tern um antiportador especifico que catalisa a troca, na pro- 
porgao de um por um, de P^ por triose-fosfato, que pode 
ser di-hidroxiacetona-fosfato ou 3-fosfoglicerato (Figura 
20-15; ver tambem Figura 20-9). Esse antiportador move 
simultaneamente P^para dentro do cloroplasto, onde ele 
e usado na fotofosforilagao, e triose-fosfato para o citosol, 
onde ela pode ser usada para sintetizar sacarose, a forma na 
qual o carbono fixado e transportado para tecidos vegetais 
distantes. 
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FIGURA 20-15 O sistema antiporte Pj-triose-fosfato da membrana in¬ 
terna do cloroplasto. Este transportador facilita a troca de P^ citosolico por 
di-hidroxiacetona-fosfato estromal. Os produtos da assimilagao fotossintetica 
de carbono sao entao movidos para o citosol, onde servem como ponto de 


partida para a biossintese de sacarose, e o P, necessario para a fotofosfori¬ 
lagao e levado para o estroma. Este mesmo antiportador pode transporter 
3-fosfoglicerato e age na langadeira de exportagao de equivalentes de ATP e 
de equivalentes redutores (ver Eigura 20-16). 
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A sintese de sacarose no citosol e a smtese de amido no 
cloroplasto sao as principals vias pelas quais o excesso de 
triose-fosfato da fotossintese e utilizado. A smtese de saca¬ 
rose (descrita a seguir) libera quatro moleculas de das 
quatro trioses-fosfato necessarias para produzir sacarose. 
Para cada molecula de triose-fosfato removida do cloroplas¬ 
to, um P^ e transportado para o cloroplasto, fornecendo o 
nono P^ mencionado anteriormente, a ser usado na rege- 
neragao do ATP Se essa troca fosse bloqueada, a smtese 
de trioses-fosfato rapidamente esgotaria o P^ disponivel no 
cloroplasto, diminuindo a smtese de ATP e suprimindo a 
assimilagao de COg na forma de amido. 

0 sistema antiporte P-triose-fosfato tambem serve para 
uma fungao adicional. 0 ATP e o poder redutor sao neces- 
sarios no citosol para uma variedade de reagoes sinteticas 
e que demandam energia. Essas necessidades sao satis- 
feitas em um gran ainda indeterminado pela mitocondria, 
mas uma segunda fonte potencial de energia e o ATP e o 
NADPH gerados no estroma do cloroplasto durante as rea¬ 
goes da luz. No entanto, nem o ATP nem o NADPH podem 


cruzar a membrana do cloroplasto. 0 sistema antiporte P^. 
-triose-fosfato tern o efeito indireto de mover equivalentes 
de ATP e equivalentes redutores do cloroplasto para o ci¬ 
tosol (Figura 20-16). A di-hidroxiacetona-fosfato formada 
no estroma e transportada para o citosol, onde e convertida, 
por enzimas glicoliticas, em 3-fosfoglicerato, gerando ATP e 
NADH. 0 3-fosfoglicerato entra novamente no cloroplasto, 
completando o ciclo. 

Quatro enzimas do ciclo de Calvin sao indiretamente 
ativadas pela luz 

A assimilagao redutora de COgrequer muito ATP e NADPH, 
e suas concentragoes no estroma aumentam quando os clo- 
roplastos sao iluminados (Figura 20-17). 0 transporte de 
protons atraves da membrana tilacoide, promovido pela luz 
(Capitulo 19), tambem aumenta o pH estromal de aproxi- 
madamente 7 para cerca de 8, sendo acompanhado por um 
fluxo de Mg^^ do compartimento do tilacoide para o estro¬ 
ma, aumentando a [Mg^^] de 1 a 3 mM para 3 a 6 mM. Varias 
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FIGURA 20-16 O papel do antiportador Pj-triose-fosfato no transpor¬ 
te de equivalentes de ATP e equivalentes redutores. A di-hidroxiaceto- 
na-fosfato deixa o cloroplasto, sendo convertida em gliceraldeido-3-fosfato 
no citosol. As reapoes da gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase citosolica e 


da fosfoglicerato-cinase produzem entao NADH, ATP e 3-fosfoglicerato. 0 
ultimo volta ao cloroplasto e e reduzido a di-hidroxiacetona-fosfato, com¬ 
pletando um ciclo que efetivamente move ATP e equivalentes redutores 
(NAD(P)H) do cloroplasto ao citosol. 
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Luz 




FIGURA 20-17 Fonte de ATP e de NADPH. 0 ATP e o NADPH produzi 
dos pelas reapoes da luz sao substrates essenciais para a redupao do CO 2 . 
As reapoes fotossinteticas que produzem ATP e NADPH sao acompanhadas 
pelo movimento de protons (em cor-de-rosa) do estroma para dentro do 
tilacoide, criando condipoes alcalinas no estroma. Ions magnesio passam do 
tilacoide para o estroma, aumentando a [Mg^^] estromal. 


enzimas do estroma evolmram para tirar vantagem dessas 
condigoes promovidas pela luz, que sinalizam a disponibili- 
dade de ATP e de NADPH: as enzimas sao mais ativas em 
um ambiente alcalino e em alta Por exemplo, a ati- 

vagao da rubisco pela formagao de carbamoil-lisina e mais 
rapida em pH alcalino e uma alta [Mg^^] estromal favore- 
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FIGURA 20-18 Ativa^ao da frutose-1,6-bifosfatase do cloroplasto. A 

frutose-1,6-bifosfatase reduzida (FBPase-1) e ativada pela luz e pela combi- 
napao de pH alto e [Mg^P alta no estroma, ambos resultantes da iluminapao. 


ce a formagao do complexo ativo com Mg^"^ da enzima. A 
frutose-l,6-bifosfatase requer Mg^^ e e muito dependente 
do pH (Figura 20-18); sua atividade aumenta mais do que 
100 vezes quando o pH e a [Mg^^] aumentam durante a ilu- 
minagao do cloroplasto. 

Quatro enzimas do ciclo de Calvin estao sujeitas a um 
tipo especial de regulagao pela luz. A ribulose-5-fosfato-ci- 
nase, a frutose-l,6-bifosfatase, a sedoeptulose-l,7-bifosfa- 
tase e a gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase sao ativadas 
pela redugao promovida pela luz de ligagoes dissulfeto 
entre dois residues de Cys criticos as suas atividades ca- 
taliticas. Quando esses residues de Cys apresentam essas 
ligagoes dissulfeto (oxidados), as enzimas estao inativas. 
Essa e a situagao normal no escuro. Com a iluminagao, os 
eletrons fluem do fotossistema I a ferredoxina (ver Figu¬ 
ra 19-58), a qual passa eletrons a uma proteina contendo 
dissulfeto, pequena e soluvel, chamada de tiorredoxina 
(Figura 20-19), em uma reagao catalisada pela ferredo- 
xina-tiorredoxina-redutase. A tiorredoxina reduzida 
doa eletrons para a redugao das ligagoes dissulfeto das 



FIGURA 20-19 Ativa^ao pela luz de varias enzimas do ciclo de Calvin. 

A ativapao pela luz e mediada pela tiorredoxina, pequena proteina que con- 
tern dissulfeto. Na presenpa de luz, a tiorredoxina e reduzida por eletrons que 
se movem do fotossistema I, atraves da ferredoxina (Fd) (setas azuis); a tiorre¬ 


doxina reduz entao ligapoes dissulfeto criticas em cada uma das enzimas, se- 
doeptulose-1,7-bifosfatase, frutose-1,6-bifosfatase, ribulose-5-fosfato-cinase 
e gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase, ativando estas enzimas. No escuro, 
os grupos —SH sofrem reoxidapao a dissulfeto, inativando as enzimas. 
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enzimas ativadas pela luz e essas reagoes redutoras de cli- 
vagem sao acompanhadas por mudangas conformacionais, 
que aumentam as atividades enzimaticas. Quando a noite 
cai, os residuos de Cys nas quatro enzimas sao reoxida- 
dos a suas formas dissulfeto, as enzimas sao inativadas, e 
o ATP nao e gasto na assimilagao de COg. Em vez disso, o 
amido sintetizado e armazenado durante o dia e degrada- 
do para alimentar a glicolise a noite. 

A glicose-6-fosfato-desidrogenase, a primeira enzima 
na via oxidativa das pentoses-fosfato, tambem e regulada 
por esse mecanismo de redugao promovido pela luz, mas 
no sentido oposto. Durante o dia, quando a fotossintese 
produz muito NADPH, essa enzima nao e necessaria para a 
produgao de NADPH. A redugao de uma ligagao dissulfeto 
critica por eletrons da ferredoxina inativa a enzima. 

RESUMO 20.1 Smtese fotossintetica de carboidratos 

► A fotossintese em plantas vasculares ocorre nos cloro- 
plastos. Nas reagoes de assimilagao de COg (o ciclo de 
Calvin), o ATP e o NADPH sao usados para reduzir COg 
a trioses-fosfato. Essas reagoes ocorrem em tres esta- 
gios: a reagao de fixagao propriamente dita, catalisada 
pela rubisco, a redugao do 3-fosfoglicerato resultante a 
gliceraldeido-3-fosfato e a regeneragao da ribulose-1,5- 
-bifosfato a partir das trioses-fosfato. 

► A rubisco condensa o COg com a ribulose-l,5-bifos- 
fato, formando uma hexose-bifosfato instavel, que se 
divide em duas moleculas de 3-fosfoglicerato. A rubis¬ 
co e ativada por uma modificagao covalente (carba- 
moilagao da Lys^°^) catalisada pela rubisco-ativase e e 
inibida por um analogo natural de estado de transigao, 
cuja concentragao aumenta no escuro e diminui du¬ 
rante o dia. 

► Isoenzimas estromais das enzimas glicoliticas catalisam 
a redugao de 3-fosfoglicerato a gliceraldeido-3-fosfato; a 
redugao de cada molecula requer um ATP e um NADPH. 

► As enzimas estromais, incluindo transcetolase e aldola¬ 
se, rearranjam os esqueletos de carbono das trioses-fos¬ 
fato, gerando intermediarios de tres, quatro, cinco, seis 
e sete carbonos e, por fim, gerando pentoses-fosfato. As 
pentoses-fosfato sao convertidas em ribulose-5-fosfato 
e, entao, fosforiladas, produzindo ribulose-l,5-bifosfato 
para completar o ciclo de Calvin. 

► 0 custo de fixar tres COg em uma triose-fosfato e de 
nove ATP e seis NADPH, provides pelas reagoes depen- 
dentes de luz da fotossintese. 

► Um antiportador na membrana interna do cloroplasto 
troca P^ no citosol por 3-fosfoglicerato ou di-hidroxia- 
cetona-fosfato produzidos pela assimilagao de COg no 
estroma. A oxidagao da di-hidroxiacetona-fosfato no 
citosol gera ATP e NADH, assim movendo ATP e equiva- 
lentes redutores do cloroplasto ao citosol. 

► Quatro enzimas do ciclo de Calvin sao ativadas indireta- 
mente pela luz, sendo inativas no escuro, de forma que a 
sintese de hexoses nao compete com a glicolise - neces¬ 
saria para fornecer energia no escuro. 


20.2 Fotorrespira^ao e as vias C4 e CAM 

Conforme foi visto, as celulas fotossinteticas produzem Og 
(pela quebra da agua) durante as reagoes promovidas pela 
luz (Capitulo 19) e usam COg durante os processos inde- 
pendentes da luz (descritos anteriormente), de forma que a 
mudanga liquida de gases durante a fotossintese e a capta- 
gao de COg e a liberagao de 

CO2 + H2O-> O2 + (CH2O) 

No escuro, as plantas tambem realizam a respiragao 
mitocondrial, a oxidagao de substrates ate CO 2 e a con- 
versao de O 2 em H 2 O. Existe um outro processo em plan¬ 
tas que, da mesma forma que a respiragao mitocondrial, 
consome O 2 e produz CO 2 e, assim como a fotossintese, 
e promovido pela luz. Esse processo, a fotorrespiragao, 
e um lado dispendioso da fotossintese, resultado da falta 
de especificidade da enzima rubisco. Esta segao descreve 
essa reagao paralela e as estrategias que as plantas uti- 
lizam para minimizarem suas consequencias metabolicas. 

A fotorrespira^o resulta da atividade de oxigenase 
da rubisco 

A rubisco nao tern especificidade absoluta pelo CO 2 como 
substrate. 0 oxigenio molecular (O 2 ) compete com o CO 2 
no sitio ativo e, cerca de uma vez a cada tres ou quatro ro- 
dadas, a rubisco catalisa a condensagao do O 2 com a ribulo- 
se-l,5-bifosfato para formar 3-fosfoglicerato e 2-fosfogli- 
colato (Figura 20-20), produto metabolicamente inutil. 
Essa e a atividade de oxigenase, atribuida no nome comple¬ 
te da enzima: ribulose-l,5-bifosfato-carboxilase/oxigenase. 
Como resultado da reagao com O 2 , nao ocorre fixagao de 
carbono e tal reagao parece ser desvantajosa para a celula; 
resgatar os carbonos do 2-fosfoglicolato (pela via descrita a 
seguir) consome quantidades significativas de energia celu- 
lar e libera CO 2 previamente fixado. 

Considerando que a reagao com o oxigenio e delete- 
ria para o organismo, por que a evolugao da rubisco pro- 
duziu um sitio ativo incapaz de diferenciar bem o CO 2 do 
O 2 ? Talvez boa parte dessa evolugao tenha ocorrido antes 
da epoca em que a produgao de O 2 pelos organismos fo- 
tossinteticos comegou a elevar o conteudo de oxigenio na 
atmosfera, cerca de 2,5 bilboes de anos atras. Antes dessa 
epoca, nao havia pressao seletiva para que a rubisco di- 
ferenciasse o CO 2 do O 2 . 0 para o CO 2 e de cerca de 9 
IxM e, para o O 2 , de aproximadamente 350 /xm. A atmosfe¬ 
ra moderna contem cerca de 20% de O 2 e apenas 0,04% 
de CO 2 , de forma que uma solugao aquosa em equilibrio 
com o ar a temperatura ambiente contem cerca de 250 
jLxM de O 2 e 11 ixM de CO 2 - concentragoes que permitem 
“fixagao” significativa de O 2 pela rubisco e, portanto, um 
desperdicio significativo de energia. A dependencia em 
relagao a temperatura das solubilidades do O 2 e do CO 2 
e tal que, em temperaturas mais elevadas, a razao de O 2 
para CO 2 na solugao aumenta. Alem disso, a afinidade da 
rubisco por CO 2 diminui com o aumento da temperatura, 
exacerbando sua tendencia de catalisar a reagao de des¬ 
perdicio da oxigenase. A medida que o CO 2 e consumido 
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FIGURA 20-20 Atividade de oxigenase da rubisco. A rubisco pode 
incorporar O 2 em vez de CO 2 na ribulose-1,5-bifosfato. 0 intermediario 
instavel entao formado se divide em 2 -fosfoglicolato (reciclado conforme 
descrito na Figura 20-21) e 3-fosfoglicerato, que pode reingressar no cicio 
de Calvin. 


nas reagoes de assimilagao, a razao de Og para COg nos 
espagos de aeragao da folha aumenta, favorecendo ainda 
mais a reagao da oxigenase. 

A via de resgate do fosfoglicolato e onerosa 

A via do glicolato converte duas moleculas de 2-fosfogli¬ 
colato em uma molecula de serina (tres carbonos) e uma 
molecula de COg (Figura 20-21). No cloroplasto, uma 
fosfatase converte 2-fosfoglicolato em glicolato, o qual e 
exportado ao peroxissomo. La, o glicolato e oxidado pelo 
oxigenio molecular, e o aldeido resultante (glioxilato) so- 
fre transaminagao, produzindo glicina. 0 peroxido de hi- 
drogenio formado como subproduto da oxidagao do glico¬ 
lato e tornado inocuo por peroxidases no peroxissomo. A 
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FIGURA 20-21 Via do glicolato. Esta via, que resgata o 2 -fosfoglicolato 
(sombreado em cor-de-rosa) por sua conversao em serina e, por fim, em 
3-fosfoglicerato, envolve tres compartimentos celulares. 0 glicolato formado 
pela desfosforilapao do 2 -fosfoglicolato nos cloroplastos e oxidado a glioxi¬ 
lato nos peroxissomos, sendo entao transaminado, produzindo glicina. Nas 
mitocondrias, duas moleculas de glicina se condensam para formar serina e 
o CO 2 liberado durante a fotorrespirapao (sombreado em verde). Esta reagao 
e catalisada pela glicina-descarboxilase, enzima presente em concentragbes 
muito elevadas nas mitocondrias de plantas C 3 (ver texto). A serina e conver- 
tida em hidroxipiruvato e entao em glicerato nos peroxissomos; o glicerato 
entra nos cloroplastos para serfosforilado, juntando-se novamente ao cicio 
de Calvin. 0 oxigenio (sombreado em azul) e consumido em duas etapas 
durante a fotorrespiragao. 


glicina passa do peroxissomo para a matriz mitocondrial, 
onde sofre descarboxilagao oxidativa pelo complexo da 
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glicina-descarboxilase, enzima semelhante em estmtura e 
mecanismo aos dois complexos mitocondriais ja estuda- 
dos: o complexo da pimvato-desidrogenase e o complexo 
da a-cetoglutarato-desidrogenase (Capitulo 16). 0 com¬ 
plexo da glicina-descarboxilase oxida a glicina a COg 
e NHg, com a concomitante redugao de NAD"^ a NADH e 
a transferencia do carbono remanescente da glicina para 
o cofator tetra-hidrofolato (Figura 20-22). A unidade de 
um carbono carregada no tetra-hidrofolato e entao trans- 
ferida a uma segunda molecula de glicina pela serina-hi- 
droximetiltransferase, produzindo serina. A reagao liquida 
catalisada pelo complexo da glicina-descarboxilase e pela 
serina-hidroximetiltransferase e 

2 Glicina + NAD"*" + HgO-> 

serina + COg + NHg + NADH + H^ 


A serina e convertida em hidroxipiruvato, em glicerato e, 
finalmente, em 3-fosfoglicerato, que e usado para regenerar 
a ribulose-l,5-bifosfato, completando o longo e oneroso ci- 
clo (Figura 20-21). 

Sob luz solar brilhante, o fluxo pela via de resgate do 
glicolato pode ser muito alto, produzindo cerca de cinco 
vezes mais COg do que costuma ser produzido por todas 
as oxidagoes do ciclo do acido citrico. Para gerar esse 
grande fluxo, as mitocondrias contem grandes quanti- 
dades do complexo da glicina-descarboxilase: as quatro 
protemas do complexo compreendem metade de toda a 
protema na matriz mitocondrial em folha de plantas de 
ervilha e de espinafre! Em partes nao fotossinteticas da 
planta, como nos tuberculos de batata, as mitocondrias 
tern concentragoes muito baixas do complexo da glicina- 
-descarboxilase. 



FIGURA 20-22 O sistema da glicina-descarboxilase. A glicina-descdr- 
boxilase em mitocondrias vegetais e um complexo de quatro tipos de su- 
bunidades, com a estequiometria P 4 H 27 TgL 2 - A proteina H tern um residuo de 
acido lipoico covalentemente ligado, que pode sofrer oxidaqao reversivel. A 
etapa O e a formaqao de uma base de Schiff entre o piridoxal-fosfato (PLP) e 
a glicina, catalisada pela proteina P (denominada em funqao de seu PLP liga¬ 
do). Na etapa a proteina P catalisa a descarboxilaqao oxidativa da glicina, 
liberando CO 2 ; o grupo metilamina remanescente e ligado a um dos grupos 
—SH do acido lipoico reduzido. 0 A proteina T (que usa tetra-hidrofolato 
[HAolato] como cofator) agora libera NH 3 da porqao metilamina e transfere 


o fragmento remanescente de um carbono para o tetra-hidrofolato, produ¬ 
zindo A/)A/^°-metilenotetra-hidrofolato. O A proteina L oxida os dois grupos 
—SH do acido lipoico a um dissulfeto, passando eletrons atraves do FAD ate 
o NAD^ ©, completando assim o ciclo. 0 A/)A/^°-metilenotetra-hidrofolato 
formado neste processo e usado pela serina-hidroximetiltransferase para 
converter uma molecula de glicina em serina, regenerando o tetra-hidrofo¬ 
lato, que e essencial para a reagao catalisada pela proteina T. A subunidade L 
da glicina-descarboxilase e identica a di-hidrolipoil-desidrogenase (E 3 ) da pi- 
ruvato-desidrogenase e da a-cetoglutarato-desidrogenase (ver Figura 16-6). 
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As atividades combinadas da mbisco-oxigenase e da via 
de resgate do glicolato consomem Og e produzem COg - dai o 
nome fotorrespira^ao. Talvez essa via fosse melhor chama- 
da de ciclo oxidativo fotossintetico do carbono ou ciclo 
C 2 , nomes que nao induzem a comparagoes com a respiragao 
nas mitocondrias. Ao contrario da respiragao mitocondrial, a 
“fotorrespiragao” nao conserva energia e pode, na verdade, 
inibir a formagao liquida de biomassa em ate 50%. Essa inefi- 
ciencia levou a adaptagoes evolutivas nos processos de assimi- 
lagao de carbono, particularmente em plantas que evoluiram 
em climas quentes. A aparente ineficiencia da rubisco e sen 
efeito em limitar a produgao de biomassa inspiraram esforgos 
de engenharia genetica para fabricar uma rubisco “melhor”, 
mas esse objetivo ainda nao foi alcangado (Quadro 20-1). 

Em plantas q, a fixa^ao do CO 2 e a atividade da rubisco 
sao espacialmente separadas 

Em muitas plantas que crescem nos tropicos (e em cultu- 
ras de zonas temperadas nativas dos tropicos, como milho, 
cana-de-agucar e sorgo), evoluiu um mecanismo que con- 
tornou o problema da dispendiosa fotorrespiragao. A etapa 
na qual o COg e fixado em um produto de tres carbonos, 
o 3-fosfoglicerato, e precedida por varias etapas, uma das 
quais e a fixagao temporaria de COg em um composto de 
quatro carbonos. As plantas que utilizam esse processo sao 
chamadas de plantas C 4 e o processo de assimilagao, como 
metabolismo C4 ou via C4. As plantas que utilizam o meto- 
do de assimilagao de carbono descrito ate agora, onde aprA 
meira etapa e a reagao do COg com a ribulose-l,5-bifosfato 
para formar 3-fosfoglicerato, sao chamadas de plantas C 3 . 

As plantas C 4 , que geralmente crescem em regioes de 
grande intensidade luminosa e altas temperaturas, tern va¬ 
rias caractensticas importantes: velocidade fotossintetica 
alta, altas taxas de crescimento, baixas taxas de fotorrespi¬ 
ragao, baixas taxas de perda de agua e uma estrutura foliar 
especializada. A fotossmtese nas folhas de plantas C 4 envol- 
ve dois tipos de celulas: celulas do mesofilo e celulas da bai- 
nha vascular (Figura 20-23a). Existem tres variantes do 
metabolismo C 4 , estudadas na decada de 1960 por Marshall 
Hatch e Rodger Slack (Figura 20-23b). 

Em plantas de origem tropical, o primeiro intermedia- 
rio no qual o e fixado e o oxaloacetato, um composto 
de quatro carbonos. Essa reagao, que ocorre no citosol das 
celulas do mesofilo foliar, e catalisada pela fosfoenolpiru- 
vato-carboxilase, para a qual o substrato e o HCO3' e nao 
o COg. 0 oxaloacetato entao formado e reduzido a malato 
a custa de NADPH (como mostrado na Figura 20-23b), ou 
convertido em aspartato por transaminagao: 

Oxaloacetato + cn-aminoacido-> L-aspartato + cn-cetoacido 


FIGURA 20-23 Assimilagao de carbono em plantas C^. A via C 4 , en- 

volvendo celulas do mesofilo e celulas da bainha vascular, predomina em 
plantas de origem tropical, (a) Micrografia eletronica mostrando cloroplastos 
de celulas adjacentes do mesofilo e da bainha vascular. A celula da bainha 
vascular contem granules de amido. Plasmodesmos conectando as duas ce¬ 
lulas sao visiveis. (b) Via C 4 de assimilagao de CO 2 , que ocorre por meio de um 
intermediario de quatro carbonos. 



(a) Plasmodesmos 


CO2 (no ar) 


HjO 
































816 DAVID L. NELSON & MICHAEL M. COX 


QUADRO 20-1 A engenharia genetica aumentara a eficiencia de organismos fotossinteticos? 


Tres problemas mundiais urgentes despertaram aten- 
gao seria para a possibilidade de se modificar as plantas 
para que elas sejam mais eficientes na conversao da luz 
solar em biomassa: o “efeito estufa” do aumento do COg 
atmosferico sobre a mudanga climatica global, o declmio 
no suprimento de oleo para o fornecimento de energia e 
a necessidade de mais e melhores alimentos para a popu- 
lagao mundial em crescimento. 

A concentragao de COg na atmosfera terrestre tern 
aumentado continuamente ao longo dos ultimos 50 anos 
(Figura Q-1) pelo efeito combinado do uso de combus- 
tiveis fosseis para energia e pela derrubada e queima 
de florestas tropicais para permitir o uso na agricultura. 
A medida que o COg atmosferico aumenta, a atmosfera 
absorve mais do calor irradiado da superficie da terra e 
reirradia mais em diregao a superficie do planeta (e em 
todas as outras diregoes). A retengao de calor aumenta a 
temperatura na superficie da terra; esse e o efeito estu¬ 
fa. Uma forma de limitar o aumento no COg atmosferico 
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FIGURA Q-1 A concentragao de CO 2 na atmosfera medida no Observa- 
torio Mauna Loa, no Havai. Dados da National Oceanic and Atmospheric 
Administration e do Scripps Institution of Oceanography CO 2 Program. 
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seria criar plantas on microrganismos com maior capaci- 
dade de sequestro de COg. 

A quantidade estimada de carbono total em todos os 
sistemas terrestres (atmosfera, solo e biomassa) e de 
cerca de 3.200 gigatoneladas (GT) - 3.200 bilboes de 
toneladas metricas. A atmosfera contem outras 760 GT 
de COg. 

0 fluxo de carbono por esses reservatorios terres¬ 
tres (Figura Q-2) deve-se grandemente as atividades 
fotossinteticas das plantas e das atividades de degrada- 
gao dos microrganismos. As plantas fixam cerca de 123 
GT de carbono por ano e liberam imediatamente cerca 
de metade disso para a atmosfera enquanto respiram. A 
maior parte do restante e gradualmente liberada para a 
atmosfera pela agao microbiana sobre a materia vegetal 
morta, mas biomassa e sequestrada em plantas lenhosas 
e arvores por decadas ou seculos. 0 fluxo antropogenico 
de carbono, a quantidade de COg liberada na atmosfera 
por atividades humanas, e de 9 GT por ano—pequena 
comparada com a biomassa total, mas suficiente para 
desequilibrar o balango da natureza em diregao a um 
aumento de COgUa atmosfera. Estima-se que as flores¬ 
tas da America do Norte sequestram 0,7 GT de carbono 
anualmente, que representa um decimo da produgao 
anual global de COg a partir dos combustiveis fosseis. 
Claramente, a preservagao das florestas e o refloresta- 
mento sao maneiras efetivas para limitar o fluxo de COg 
de volta para a atmosfera. 

Uma segunda abordagem para limitar o aumento do 
COg atmosferico, ao mesmo tempo em que tambem se 
considera a necessidade de substituir combustiveis fos¬ 
seis em esgotamento, e usar biomassa renovavel como 
fonte de etanol para substituir combustiveis fosseis 
em motores de combustao interna. Isso reduz o movi- 
mento unidirecional de carbono dos combustiveis 
fosseis para o pool atmosferico de COg, substituindo-o 
pelo fluxo ciclico de COg do etanol para COg e de volta 
para a biomassa. Quando milho, trigo ou switchgrass 
{Panicum virgatum) sao fermentados a etanol para 
combustivel, todo o aumento em produgao de biomas- 


V. 


0 malato ou o aspartato formados nas celulas do mesofilo 
passam entao para as celulas vizinhas da bainha vascular 
atraves dos plasmodesmos, canals forrados de proteinas, 
que conectam duas celulas vegetais e que proporcionam 
uma via para o movimento de metabolitos e mesmo de pe- 
quenas proteinas entre as celulas. Nas celulas da bainha 
vascular, o malato e oxidado e descarboxilado para gerar 
piruvato e COg pela agao da enzima malica, reduzindo 
NADP"^. Em plantas que usam o aspartato como carrea- 
dor de COg, o aspartato que chega nas celulas da bainha 
vascular e transaminado para formar oxaloacetato, sen- 


do, a seguir, reduzido a malato; entao, o COg e liberado 
pela enzima malica ou pela PEP-carboxicinase. Conforme 
mostram os experimentos de marcagao, o COg liberado 
nas celulas da bainha vascular e a mesma molecula de 
CO 2 originalmente fixada no oxaloacetato nas celulas do 
mesofilo. Este COg e agora novamente fixado, desta vez 
pela rubisco, em uma reagao que e exatamente a mesma 
que ocorre em plantas Cg: incorporagao de COg no C-1 do 
3-fosfoglicerato. 

0 piruvato formado pela descarboxilagao do malato nas 
celulas da bainha vascular e transferido de volta as celu- 
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FIGURA Q-2 0 cicio de carbono terrestre. Estoques de carbono (qua- 

dros) sao mostrados como gigatoneladas (GT), e os fluxos (setas) sao 
mostrados em GT por ano. A biomassa vegetal e desprezivel aqui - me- 
nos do que 0,5 GT. 


sa alcangado por uma fotossmtese mais eficiente deve 
resultar em um decrescimo correspondente no uso de 
combustiveis fosseis. 

Finalmente, a engenharia de culturas alimenticias vi- 
sando produzir mais alimento por hectare de terra, on 
por hora de trabalho, poderia melhorar a nutrigao huma- 
na em todo o mundo. 

Em principio, essas metas podem ser alcangadas 
desenvolvendo-se uma rubisco que nao catalisasse tam- 
bem a reagao desperdigadora com o Og ou aumentando 
o numero de renovagao para a rubisco ou aumentando 
o nivel da rubisco e de outras enzimas na via de fixagao 
do carbono. A rubisco, conforme ja dito, e uma enzima 
de ineficiencia incomum, com um numero de renovagao 
de 3 s”^ a 25°C; a maioria das enzimas tern ordens de nu- 
meros de renovagao de magnitude maiores. Ela tambem 
catalisa a reagao desperdigadora com o oxigenio, a qual 


reduz ainda mais sua eficiencia em fixar COg e produzir 
biomassa. Se a rubisco pudesse ser geneticamente mo- 
dificada para renovar-se mais rapidamente ou para ser 
mais seletiva para o COg em relagao ao Og, o efeito seria 
de maior produgao fotossintetica de biomassa e, portan- 
to, maior sequestro de COg, produgao de mais combusti- 
vel nao fossil e melhor nutrigao? 

Foi observado no Capitulo 15 que a visao tradicional 
de vias metabolicas sustentava que uma etapa em qual- 
quer via era a mais lenta e, portanto, o fator limitante 
no fluxo de material atraves da via. Entretanto, esfor- 
gos heroicos na engenharia celular ou de organismos 
tern muitas vezes gerado resultados desanimadores; 
organismos modificados para produzir mais da enzima 
“limitante” em uma via em geral mostraram pouca ou 
nenhuma mudanga no fluxo atraves daquela via. 0 cicio 
de Calvin e um caso elucidative nesse ponto. Aumentar 
a quantidade de rubisco em celulas vegetais por meio 
de engenharia genetica tern pouco ou nenhum efeito 
na taxa de conversao de COg em carboidrato. De forma 
semelhante, mudangas nos niveis de enzimas conheci- 
das por serem reguladas pela luz e, portanto, suspei- 
tas de desempenharem papeis centrals na regulagao 
da via (frutose 1,6-bifosfatase, 3-fosfoglicerato-cinase 
e gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase) tambem leva- 
ram a pouca ou nenhuma melhoria significativa na taxa 
fotossintetica. Porem, niveis alterados de sedoeptulose 
1,7-bifosfatase, nao considerada uma enzima regula- 
toria, tern um impacto significative na fotossmtese. A 
analise do controle metabdlico (Segao 15.2) sugere que 
esse resultado nao e inesperado; no organismo vivo, as 
vias podem ser limitadas por mais de uma etapa, uma 
vez que toda mudanga em uma etapa resulta em mu¬ 
dangas compensatorias em outras etapas. Uma deter- 
minagao cuidadosa do coeficiente de controle de fluxo 
(ver Quadro 15-1) ajuda a apontar quais enzimas em 
uma via que devem ser o alvo da engenharia genetica. 
Claramente, engenheiros geneticos e analistas de con¬ 
trole metabdlico precisarao trabalhar juntos em proble- 
mas como este! 


las do mesdfilo, onde e convertido em PEP por uma reagao 
enzimatica incomum, catalisada pela piruvato-fosfato- 
-dicinase (Figura 20-23b). A enzima e denominada dicina- 
se porque duas moleculas diferentes sao simultaneamente 
fosforiladas por uma molecula de ATP: piruvato e fosfori- 
lado, produzindo PEP e fosfato e fosforilado, originando 
pirofosfato. 0 pirofosfato e posteriormente hidrolisado em 
fosfato, de forma que dois grupos fosfato de alta energia do 
ATP sao usados na regeneragao do PEP. 0 PEP esta agora 
pronto para receber uma outra molecula de COg na celula 
do mesdfilo. 


A PEP-carboxilase nas celulas do mesdfilo tern alta afi- 
nidade por HCOg (que e favorecido em relagao ao COg em 
solugao aquosa) e pode fixar COg de maneira mais eficiente 
do que a rubisco. Ao contrario da rubisco, ela nao usa Og 
como substrato alternativo, de forma que nao ha compe- 
tigao entre COg e Og. A reagao da PEP-carboxilase serve, 
portanto, para fixar e concentrar COg na forma de malato. 
A liberagao de COg do malato nas celulas da bainha vascular 
gera uma concentragao local suficientemente alta de COg 
para que a rubisco funcione perto de sua velocidade maxi¬ 
ma e para a supressao da atividade de oxigenase da enzima. 
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Uma vez que o COg e fixado no 3-fosfoglicerato nas celu- 
las da bainha vascular, as outras reagoes do ciclo de Calvin 
acontecem exatamente da maneira descrita anteriormente. 
Assim, nas plantas C 4 , as celulas do mesofilo realizam a as- 
similagao de COg pela via C 4 , e as celulas da bainha vascular 
sintetizam amido e sacarose pela via Cg. 

Tres enzimas da via C 4 sao reguladas pela luz, tornan- 
do-se mais ativas durante o dia. A malato-desidrogenase e 
ativada pelo mecanismo de redugao dependente de tior- 
redoxina, mostrado na Figura 20-19; a PEP-carboxilase e 
ativada pela fosforilagao de um residue de Ser; e a piruvato- 
-fosfato-dicinase e ativada por desfosforilagao. Nos ultimos 
dois cases, os detalhes de como a luz afeta a fosforilagao ou 
a desfosforilagao nao sao conhecidos. 

A via de assimilagao de COg tern um custo energetico 
maior em plantas C 4 do que em plantas Cg. Para cada mole- 
cula de COg assimilada na via C 4 , uma molecula de PEP pre- 
cisa ser regenerada a custa de duas ligagoes fosfoanidrido 
do ATP Assim, as plantas C 4 precisam de cinco moleculas 
de ATP para as similar uma molecula de COg, enquanto as 
plantas Cg precisam de apenas tres (nove por triose-fosfa- 
to). A medida que a temperatura aumenta (e a afinidade da 
rubisco pelo COg diminui, como observado anteriormente), 
e atingido um ponto (em cerca de 28 a 30°C) no qual o ga- 
nho em eficiencia oriundo da eliminagao da fotorrespiragao 
mais do que compensa este custo energetico. As plantas C 4 
(p. ex., o capim-colchao) superam a maioria das plantas Cg 
durante o verao, como qualquer jardineiro experiente pode 
atestar. 

Em plantas CAM, a captura de 0020 a a^ao da rubisco 
estao separadas temporalmente 

Plantas suculentas como os cactus e o abaeaxi, nativas de 
ambientes muito quentes e muito secos, tern outra varia- 
gao da fixagao fotossintetica de COg, a qual reduz a perda 
de vapor de agua atraves dos poros (estomatos) por onde 
o COg e o Og precisam ingressar no tecido vegetal. Em 
vez de separarem no espago o aprisionamento inicial do 
COg e sua fixagao pela rubisco (como fazem as plantas 
C 4 ), elas separam esses dois eventos ao longo do tempo. 
A noite, quando o ar esta mais fresco e mais umido, os es¬ 
tomatos se abrem para permitir a entrada de COg, entao 
fixado na forma de oxaloacetato pela PEP-carboxilase. 0 
oxaloacetato e reduzido a malato e armazenado em va- 
cuolos para proteger as enzimas citosolicas e dos plas- 
tideos do pH baixo produzido pela dissociagao do acido 
malico. Durante o dia, os estomatos se fecham, impedin- 
do a perda de agua que resultaria das altas temperaturas 
diurnas, e o COg aprisionado ao longo da noite no malato 
e liberado como COg pela enzima malica ligada ao NADP. 
Esse COg e agora assimilado pela agao da rubisco e das 
enzimas do ciclo de Calvin. Como esse metodo de fixa¬ 
gao de COg foi inicialmente descoberto em plantas do tipo 
dedo-de-moga, plantas perenes da familia Crassulaceae, 
ele e chamado de metabolismo acido das crassulaceas 
(de crassulacean acid metabolism) e as plantas sao 
chamadas de plantas CAM. 


RESUMO 20.2 Fotorrespiragao e as vias C4 e CAM 

► Quando a rubisco usa o Og em vez do COg como subs- 
trato, o 2 -fosfoglicolato entao formado e descartado em 
uma via dependente de oxigenio. 0 resultado e o consu¬ 
me aumentado de Og - fotorrespiragao ou, mais preci- 
samente, o ciclo oxidative fotossintetico do carbono ou 
ciclo Cg. 0 2-fosfoglicolato e convertido em glioxilato, 
a seguir em glicina e entao em serina, em uma via que 
envolve enzimas no estroma do cloroplasto, no peroxis- 
somo e na mitocondria. 

► Em plantas C 4 , a via de assimilagao de carbono minimiza 
a fotorrespiragao: o COg e primeiro fixado nas celulas 
do mesofilo em um composto de quatro carbonos, que 
passa para as celulas da bainha vascular e libera COg em 
altas concentragoes. 0 COg liberado e fixado pela rubis¬ 
co, e as demais reagoes do ciclo de Calvin ocorrem como 
nas plantas Cg. 

► Em plantas CAM, 0 COg e fixado em malato no escuro 
e estocado nos vacuoles ate 0 periodo diurno, quando 
os estomatos estao fechados (minimizando a perda de 
agua) e 0 malato serve como fonte de COg para a rubisco. 

20.3 Biossmtese de amido e sacarose 

Durante a fotossmtese ativa sob luz intensa, a folha de um 
vegetal produz mais carboidratos (na forma de trioses-fos- 
fato) do que precisa para gerar energia ou sintetizar precur- 
sores. 0 excesso e convertido a sacarose e transportado a 
outras partes da planta para ser utilizado como combustivel 
ou armazenado. Na maioria das plantas, o amido e a princi¬ 
pal forma de estocagem, mas em algumas poucas plantas, 
como a beterraba agucareira e a cana-de-agucar, a sacarose 
e a principal forma de estocagem. As sinteses de sacarose e 
de amido ocorrem em diferentes compartimentos celulares 
(citosol e plastideos, respectivamente), e esses processes 
estao coordenados por uma variedade de mecanismos de 
regulagao, que respondem a mudangas no nivel de lumino- 
sidade e na velocidade da fotossmtese. A sintese de sacaro¬ 
se e de amido e importante para a planta, mas tambem para 
humanos: o amido fornece mais do que 80% das calorias da 
dieta humana em todo o mundo. 

A ADP-glicose e o substrate para a si'ntese de amido 
em plastideos vegetais e para a sintese de glicogenio 
em bacterias 

0 amido, assim como o glicogenio, e um polimero de D-gli- 
cose em ligagao (a 1^4) de alto peso molecular. Para arma- 
zenamento temporario, ele e sintetizado nos cloroplastos 
como um dos produtos finals estaveis da fotossmtese; para 
estocagem de longo prazo, ele e sintetizado nos amiloplas- 
tos das partes nao fotossinteticas das plantas - sementes, 
raizes e tuberculos (caules subterraneos). 

0 mecanismo de ativagao da glicose na sintese do amido 
e semelhante aquele da sintese do glicogenio. Um agucar- 
-nucleotideo ativado, nesse caso a ADP-glicose, e forma- 
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do pela condensagao de glicose-l-fosfato com ATP em uma 
reagao essencialmente irreversivel pela presenga de pirofos- 
fatase inorganica nos plastideos (Figura 15-31). A amido- 
-sintase entao transfere residuos de glicose da ADP-glicose 
para molecula preexistentes de amido. As unidades mono- 
mericas sao quase que certamente adicionadas a extremi- 
dade nao redutora do polimero em crescimento, da forma 
como 0 fazem na smtese de glicogenio (ver Figura 15-32). 

A amilose do amido nao e ramificada, mas a amilopec- 
tina tern numerosas ramificagoes formadas por ligagoes 
(al—>6) (ver Figura 7-13). Os cloroplastos contem uma en- 
zima ramificadora, semelhante a enzima de ramificagao do 
glicogenio (ver Figura 15-33), que introduz as ramificagoes 
(a 1^6) da amilopectina. Levando em consideragao a hi- 
drolise do PP^ produzido durante a smtese de ADP-glicose 
pela pirofosfatase inorganica, a reagao global para a forma- 
gao do amido a partir da glicose-l-fosfato e 

Amido^ + glicose-l-fosfato + ATP-> 

amido^+i + ADP + 2 P. 

AG'° = -50 kJ/mol 

A smtese de amido e regulada no nivel da formagao da 
ADP-glicose, conforme discutido a seguir. 

Muitos tipos de bacterias armazenam carboidratos na 
forma de glicogenio (essencialmente, amido altamente ra- 
mificado), sintetizado em uma reagao analoga aquela catali- 
sada pela glicogenio-sintase em animals. As bacterias, como 
os plastideos vegetais, usam ADP-glicose como a forma 
ativada de glicose, enquanto as celulas animals usam UDP- 
-glicose. Novamente, a semelhanga entre o metabolismo de 
plastideos e bacterias e consistente com a hipotese endos- 
simbiotica para a origem das organelas (p. 36). 

A UDP-glicose e o substrate para a smtese de sacarose no 
citosol de celulas das folhas 

A maior parte das trioses-fosfato geradas pela fixagao do 
COg em plantas e convertida em sacarose (Figura 20-24) 
on amido. No curso da evolugao, a sacarose deve ter sido 
selecionada como a forma de transporte de carbono, devido 
a sua ligagao pouco comum entre o C-1 anomero da glicose 
e o C-2 anomero da frutose. Essa ligagao nao e hidrolisada 
por amilases on por outras enzimas comuns que hidrolisam 
carboidratos, e a indisponibilidade de carbonos anomeros 
impede a sacarose de reagir de modo nao enzimatico (como 
faz a glicose) com aminoacidos e proteinas. 

A sacarose e sintetizada no citosol, a partir da di-hidro- 
xiacetona-fosfato e do gliceraldeido-3-fosfato exportados 
do cloroplasto. Depois da condensagao de duas trioses- 
-fosfato para formar frutose-1,6-bifosfato (catalisada pela 
aldolase), a hidrolise pela frutose-1,6-bifosfatase gera fru¬ 
tose 6-fosfato. A sacarose-6-fosfato-sintase catalisa en¬ 
tao a reagao da frutose-6-fosfato com a UDP-glicose para 
formar sacarose-6-fosfato (Figura 20-24). Finalmente, 
a sacarose-6-fosfato-fosfatase remove o grupo fosfato, 
tornando a sacarose dispomvel para a exportagao a outros 
tecidos. A reagao catalisada pela sacarose-6-fosfato-sintase 


CHoOH 



CH2-0-© 


UDP-glicose 


Frutose-6-fosfato 


Sacarose- 

6-fosfato- 

sintase 


►UDP 


CHoOH 



CH2-0-(P) 


Sacarose- 

6-fosfato- 

fosfatase 



FIGURA 20-24 Smtese da sacarose. A sacarose e sintetizada a partir da 
UDP-glicose e da frutose-6-fosfato, sintetizadas a partir das trioses-fosfato 
no citosol da celula vegetal por vias mostradas nas Figuras 15-31 e 20-9. A 
sacarose-6-fosfato-sintase da maioria das especies vegetais e alostericamen- 
te regulada por glicose-6-fosfato e P,. 


e um processo de baixa energia (AG'° = -5,7 kJ/mol), mas a 
hidrolise da sacarose-6-fosfato a sacarose e suficientemen- 
te exergonica (AG'° = -16,5 kJ/mol) para tornar a smtese 
global da sacarose essencialmente irreversivel. A smtese de 
sacarose e regulada e intimamente coordenada com a smte¬ 
se de amido, conforme sera visto. 

Uma diferenga mar cant e entre as celulas vegetais e ani¬ 
mals e a ausencia no citosol da celula vegetal da enzima pi¬ 
rofosfatase inorganica, que catalisa a reagao 

PP. + HgO-> 2 P. AG'° = -19,2 kJ/mol 

Para muitas reagoes biossinteticas que liberam PP., a ativi- 
dade da pirofosfatase torna o processo mais favoravel ener- 
geticamente, tendendo a tornar essas reagoes irreversiveis. 
Nas plantas, essa enzima esta presente nos plastideos, mas 
ausente no citosol. Como resultado, o citosol das celulas 
foliares contem uma concentragao substancial de PP^ - o 
suficiente (~0,3 mM) para tornar reagoes como a catalisada 
pela UDP-glicose-pirofosforilase (ver Figura 15-31) facil- 
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mente reversiveis. Lembre-se do Capitulo 14 (p. 550) que 
a isoenzima citosolica da fosfofmto-cinase em plantas usa 
PP^, e nao ATP, como doador de fosforil. 

A conversao de trioses-fosfato em sacarose e amido e 
firmemente regulada 

As trioses-fosfato produzidas pelo ciclo de Calvin sob luz 
solar intensa, conforme salientado, podem ser temporaria- 
mente estocadas no cloroplasto como amido on convertidas 
em sacarose e exportadas para partes nao fotossinteticas 
das plantas, on ambos. 0 balango entre os dois processos 
e fortemente regulado e ambos precisam ser coordenados 
com a velocidade de fixagao de carbono. Cinco sextos das 
trioses-fosfato formadas no ciclo de Calvin precisam ser 
reciclados, regenerando ribulose-l,5-bifosfato (Figura 20- 
14). Se mais de um sexto das trioses-fosfato e retirado do 
ciclo para fazer sacarose e amido, o ciclo tera sua veloci¬ 
dade reduzida on ira parar completamente. No entanto, 
a conversao insuficiente de trioses-fosfato em amido on 
sacarose aprisionaria fosfato, deixando o cloroplasto defi- 
ciente em P-, o qual tambem e essencial para a operagao do 
ciclo de Calvin. 

0 fluxo de trioses-fosfato para sacarose e regulado pela 
atividade da frutose-l,6-bifosfatase (FBPase-1) e a enzima 
que efetivamente reverte sua agao, a fosfofrutocinase de- 
pendente de PP^ (PP-PFK-1; p. 550). Portanto, essas en- 
zimas sao pontos criticos na determinagao do destino das 
trioses-fosfato produzidas pela fotossintese. Ambas as en- 
zimas sao reguladas pela frutose-2,6-bifosfato (F26BP), 
que inibe a FBPase-1 e estimula a PP-PFK-1. Em plantas 
vasculares, a concentragao de F26BP varia inversamente 
com a taxa de fotossintese (Figura 20-25). A fosfofrutoci- 
nase-2, responsavel pela sintese de F26BP, e inibida por di- 
-hidroxiacetona-fosfato on 3-fosfoglicerato, sendo estimu- 
lada por frutose-6-fosfato e P^. Durante a fotossintese ativa, 
a di-hidroxiacetona-fosfato e produzida e P^ e consumido, 
resultando na inibigao da PFK-2 e em concentragoes redu- 
zidas de F26BP. Isso favorece um fluxo maior de trioses- 
-fosfato para a formagao de frutose-6-fosfato e a sintese de 
sacarose. Com esse sistema de regulagao, a sintese de sa¬ 
carose ocorre quando o nivel de trioses-fosfato produzido 
pelo ciclo de Calvin excede aquele necessario para manter 
a operagao do ciclo. 

A sintese de sacarose tambem e regulada no nivel de 
sacarose-6-fosfato-sintase, que e ativada alostericamente 
por glicose-6-fosfato e inibida por P^. Essa enzima e ainda 
regulada por fosforilagao e desfosforilagao; uma proteina- 
-cinase fosforila a enzima em um residue especifico de Ser, 
tornando-a menos ativa, e uma fosfatase reverte esta inati- 
vagao removendo o fosfato (Figura 20-26). A inibigao da 
cinase por glicose-6-fosfato e da fosfatase por P- aumenta 
os efeitos desses dois compostos na sintese de sacarose. 
Quando hexoses-fosfato sao abundantes, a sacarose-6- 
-fosfato sintase e ativada por glicose-6-fosfato; quando P^ 
esta elevado (como ocorre quando a fotossintese e lenta), 
a sintese de sacarose e diminuida. Durante a fotossintese 
ativa, trioses fosfato sao convertidas em frutose-6-fosfato, 
que e rapidamente equilibrada com glicose-6-fosfato pela 
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FIGURA 20-25 Frutose-2,6-bifosfato na regulagao da smtese de saca¬ 
rose. A concentragao do efetor alosterico frutose-2,6-bifosfato em celulas 
vegetais e regulada pelos produtos da assimilagao fotossintetica de carbono 
e por P|. Di-hidroxiacetona-fosfato e 3-fosfoglicerato produzidos pela assi- 
milagao de CO 2 inibem a fosfofrutocinase-2 (PFK-2), a enzima que sintetiza 
o efetor; o P, estimula a PFK-2. A concentragao de frutose-2,6-bifosfato e, 
portanto, inversamente proporcional a velocidade da fotossintese. No es¬ 
curo, a concentragao de frutose-2,6-bifosfato aumenta e estimula a enzima 
glicolitica fosfofrutocinase-1 dependente de PP^ (PP-PFK-1), enquanto inibe 
a enzima gliconeogenica frutose-1,6-bifosfatase (FBPase-1). Quando a fotos¬ 
sintese esta ativa (na luz), a concentragao do regulador diminui e a sintese de 
frutose-6-fosfato e de sacarose e favorecida. 


fosfo-hexose isomerase. Como o equilibrio dessa reagao fa¬ 
vorece bastante a formagao da glicose-6-fosfato, assim que 
a frutose-6-fosfato se acumula o nivel de glicose-6-fosfato 
aumenta e a sintese de sacarose e estimulada. 

A enzima-chave da regulagao na sintese de amido e a 
ADP-glicose-pirofosforilase (Figura 20-27); ela e ati¬ 
vada por 3-fosfoglicerato (que se acumula durante a fo¬ 
tossintese ativa) e inibida por P^ (que se acumula quando 
a condensagao de ADP e P^ promovida pela luz e reduzida). 
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FIGURA 20-26 Regula^ao da sacarose-fosfato-sintase por fosforila- 
^ao. Uma proteina-cinase (SPS-cinase) especifica para a sacarose fosfato- 
-sintase (SPS) fosforila urn residue de Ser na SPS, inativando-a; uma fosfatase 
especifica (SPS-fosfatase) reverte esta inibipao. A cinase e alostericamente 
inibida por glicose-6-fosfato, que tambem ativa a SPS alostericamente. A fos¬ 
fatase e inibida por Pj, que tambem inibe a SPS diretamente. Assim, quando 
a concentrapao de glicose-6-fosfato e alta como resultado da fotossintese 
ativa, SPS e ativada e produz sacarose-fosfato. Uma alta concentrapao de P,, 
que ocorre quando a conversao fotossintetica de ADP em ATP e lenta, inibe 
a sintese de sacarose-fosfato. 


Quando a sintese de sacarose diminui, o 3-fosfoglicerato 
formado pela fixagao do COg e acumulado, ativando essa 
enzima e estimulando a sintese de amido. 

RESUMO 20.3 Biossmtese de amido e sacarose 

► A amido-sintase nos cloroplastos e amiloplastos catalisa 
a adigao de residues individuais de glicose, doados por 
ADP-glicose, provavelmente a extremidade nao reduto- 
ra. As ramificagoes na amilopectina sao introduzidas por 
uma segunda enzima. 

► A sacarose e sintetizada no citosol em duas etapas, a 
partir de UDP-glicose e frutose-1-fosfato. 

► A partigao das trioses-fosfato entre a sintese de saca¬ 
rose e a sintese de amido e regulada pela frutose-2,6- 
-bifosfato (F26BP), um efetor alosterico das enzimas 
que determinam o nivel de frutose-6-fosfato. A concen- 
tragao de F26BP varia inversamente com a velocidade 
da fotossintese, e a F26BP inibe a sintese de frutose-6- 
-fosfato, o precursor da sacarose. 


20.4 Smtese de polissacan'deos da parede celular: 
celulose vegetal e peptideogikano bacteriano 

A celulose e o principal constituinte das paredes celulares 
das plantas, proporcionando resistencia e rigidez e impe- 
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FIGURA 20-27 Regula^ao da ADP-glicose-fosforilase por 3-fosfogli- 
cerato e Pj. Esta enzima, que produz o precursor para a sintese do amido, e 
o passo limitante da velocidade de produqao do amido. A enzima e aloste¬ 
ricamente estimulada por 3-fosfoglicerato (3-PGA) e inibida por Pj,- de fato, a 
razao [3-PGA]/[Pi], que se eleva com o aumento na velocidade da fotossinte¬ 
se, controla a sintese de amido nesta etapa. 


dindo o inchamento celular e a ruptura da membrana plas- 
matica que podem ocorrer quando as condigoes osmoticas 
favorecem a entrada de agua na celula. A cada ano, mun- 
dialmente, as plantas sintetizam mais de 10^^ toneladas de 
celulose, fazendo desse polimero simples um dos compos- 
tos mais abundantes da biosfera. A estrutura da celulose 
e simples: polimeros lineares de milhares de unidades de 
D-glicose com ligagoes (/31^4), agrupados em feixes de 
cerca de 36 cadeias, que se agregam lado a lado para formar 
uma microfibrila (Figura 20-28). 

A biossintese de celulose e menos conhecida do que a 
do glicogenio ou do amido. Como componente principal da 
parede celular vegetal, a celulose precisa ser sintetizada a 
partir de precursores intracelulares, mas suas cadeias de- 
vem ser depositadas e agrupadas fora da membrana plas- 
matica. A maquinaria enzimatica para a iniciagao, o alon- 
gamento e a exportagao das cadeias de celulose e mais 
complicada do que aquela necessaria para sintetizar amido 
ou glicogenio (nao exportados). As bacterias enfrentam 
um conjunto semelhante de problemas quando sintetizam 
os complexos polissacarideos que constituem suas paredes 
celulares e utilizam alguns dos mesmos mecanismos para 
resolver esses problemas. 

A celulose e sintetizada por estruturas supramoleculares 
na membrana plasmatica 

A complexa maquinaria enzimatica que monta as cadeias 
de celulose abrange a membrana plasmatica, com uma 
parte posicionada para ligar o substrate, a UDP-glicose, no 
citosol, e outra parte se estendendo para fora, responsa- 
vel pelo alongamento e a cristalizagao das moleculas de 
celulose no espago extracelular. A microscopia eletronica 
de criofratura mostra que esses complexos terminals, 
tambem chamados de rosetas, sao compostos de seis par- 
ticulas grandes, arranjadas em um hexagono regular com 
um diametro de cerca de 30 nm (Figura 20-29). Diversas 
protemas, incluindo a subunidade catalitica da celulose- 
-sintase, constituem o complexo terminal. A maior parte 
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FIGURA 20-28 Estrutura da celulose. A parede celular vegetal e forma- 
da, em parte, por moleculas de celulose, arranjadas lado a lado para formar 
estruturas paracristalinas - microfibrilas de celulose. Muitas microfibrilas se 
combinam para formar uma fibra de celulose, visualizada em microscopia 
eletronica de varredura como uma estrutura de 5 a 12 nm de diametro, de- 
positada na superficie celular em diversas camadas distinguiveis pelas dife- 
rentes orientagoes de suas fibras. 

do progresso recente no entendimento da sintese de celu¬ 
lose advem de estudos geneticos e genetico-moleculares 
da Yfldiividi Arahidopsis thaliana, especialmente apropria- 
da a dissecagao genetica e cujo genoma foi sequenciado. 
A familia de genes que codifica esta atividade de sintese 
de celulose foi clonada e mostrou codificar protemas com 
oito segmentos transmembranicos e um dommio central 
no lado citosolico da membrana plasmatica, que inclui 
sequencias que podem ser encontradas em uma glicosil- 
transferase (Figura 20-29). 

Em um modelo de trabalho da sintese de celulose, as 
cadeias de celulose sao iniciadas pela formagao de um in- 
termediario ligado a um lipideo, diferente de qualquer ele- 
mento envolvido na sintese de amido ou glicogenio. Con- 
forme mostrado na etapa O da Figura 20-29 , a glicose e 
transferida da UDP-glicose para um lipideo de membrana, 
provavelmente o esterol vegetal sitosterol, sobre a face in¬ 
terna da membrana plasmatica. Aqui, a celulose-sintase in- 
tracelular adiciona varies outros residues de glicose ao pri- 
meiro, em ligagoes (j81->4), formando um oligossacarideo 
curto ligado ao sitosterol (sitosterol-dextrina). A seguir, a 
sitosterol-dextrina inteira e rebatida para a face externa da 


Rosetas, visualizadas por 
microscopia eletronica 
de criofratura da 
membrana plasmatica 
da celula vegetal. Cada 
uma das seis unidades 
da roseta e um complexo 
da celulose-sintase. 


Lado 

extracelular 



Lado Sitosterol Sitosterol 

citosolico /3-glicosideo 

O A glicose e ligada ao 
sitosterol para formar um 
glicano ligado a lipideo. 
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Cadeias paralelas de 
celulose cristalizam para 
formar uma fibrila. 


Cada celulose-sintase de uma 
roseta sintetiza uma longa cadeia 
de celulose do lado de fora da 
membrana plasmatica. 

Celulose-sintase 


Sacarose Frutose 2 ^ U. 

© A sacarose-sintase 
gera UDP-glicose. 



O Microtubulo no 
cortex celular 
direciona o 
movimento 
da roseta. 


Motives da 
glicosiltransferase 


Diregao do movimento do 
complexo da celulose-sintase ao 
longo da membrana plasmatica 


FIGURA 20-29 Um modelo proposto para a smtese de celulose em estudos geneticos e bioquimicos da Arabidopsis thaliana e de outras plantas 
uma planta vascular. Este esquema e derivado de uma combinagao de vasculares. 
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membrana plasmatica, onde ela agora se associa com uma 
outra forma de celulose-sintase. 

A UDP-glicose usada para a sintese de celulose (etapa 
@) e gerada a partir da sacarose produzida durante a fotos- 
sintese, pela reagao catalisada pela sacarose-sintase (assim 
denominada devido a reagao reversa): 

Sacarose + UDP-> UDP-glicose + frutose 

A celulose-sintase se estende ao longo da membrana plas¬ 
matica e usa UDP-glicose citosolica como precursor para a 
sintese extracelular de celulose. Uma forma de sacarose- 
-sintase ligada a membrana forma um complexo com a ce¬ 
lulose-sintase, fornecendo UDP-glicose a partir da sacarose 
diretamente para a sintese da parede celular. 

Na etapa uma segunda forma de celulose-sintase 
alonga o polimero ate 500 a 15.000 unidades de glicose, li- 
berando-o para a superficie externa da celula. A agao da en- 
zima e continuada: uma molecula de enzima adiciona mui- 
tas unidades de glicose antes de liberar a cadeia de celulose 
em crescimento. 0 sentido do crescimento da cadeia (se a 
adigao ocorre na extremidade redutora on nao redutora) 
ainda nao foi definitivamente estabelecido. 

Cada um dos seis globulos da roseta consiste em mul- 
tiplas subunidades proteicas que juntas sintetizam seis 
cadeias de celulose. 0 grande complexo enzimatico que 
catalisa esse processo (etapa O) na verdade se move ao 
longo da membrana plasmatica, seguindo o curso dos mi- 
crotubulos no cortex, a camada de citoplasma logo abaixo 
da membrana. Como esses microtubules jazem perpendi- 
culares ao eixo de crescimento da planta, as microfibrilas 
de celulose sao depositadas transversalmente ao eixo de 
crescimento. Acredita-se que o movimento dos complexes 
de celulose-sintase seja promovido pela energia liberada 
na reagao de polimerizagao e nao por um motor molecular 
como a cinesina. 

A celulose pronta encontra-se na forma de microfibri¬ 
las cristalinas (Figura 20-28), cada uma composta por 36 
cadeias de celulose separadas, colocadas lado a lado, todas 
com a mesma orientagao (paralelas) das extremidades nao 
redutoras e redutoras. Parece provavel que os 36 polime- 
ros separados, sintetizados em uma roseta, cheguem juntos 
a face externa da celula, ja alinhados e (etapa ®) prontos 
para se cristalizarem como uma microfibrila da parede celu¬ 
lar. Quando os 36 polimeros atingem um comprimento cri- 
tico, sua sintese e encerrada por um mecanismo desconhe- 
cido; segue-se a cristalizagao na forma de uma microfibrila. 

No precursor ativado da celulose (UDP-glicose), a glico¬ 
se apresenta ligagao a com o nucleotideo, mas no produto 

FIGURA20-30 Estrutura do peptideoglicano. Este e o peptideoglicano 
da parede celular de Staphylococcus aureus, bacteria gram-positiva. Os pep- 
tideos (cordoes de esferas coloridas) ligam-se covalentemente a residues 
de acido AZ-acetilmuramico em cadeias polissacaridicas vizinhas. Observe a 
mistura de l- e D-aminoacidos nos peptideos. Bacterias gram-positivas, como 
5. aureus, tern uma cadeia de pentaglicina efetuando uma ligagao cruzada. 
Bacterias gram-negativas, como a E. coll, nao tern a pentaglicina; em vez dis- 
to, o residue terminal o-Ala de um tetrapeptideo e diretamente ligado a um 
tetrapeptideo vizinho por meio da i-Lys ou de um aminoacido do tipo lisina, 
o acido diaminopimelico. A ligagao peptidica do glutamate e pouco comum 
aqui; ela envolve o grupo carboxil da cadeia lateral do glutamate. 


(celulose), os residuos de glicose estao unidos por ligagao 
(j81^4), de forma que ha uma inversao de configuragao no 
carbono anomero (C-1) a medida que a ligagao glicosidica 
se forma. Imagina-se que as glicosiltransferases que inver- 
tem a configuragao usam um mecanismo de deslocamento 
unico, com ataque nucleofilico pela especie aceptora no 
carbono anomero do agucar doador (UDP-glicose). 

Certas bacterias (Acetohacter, Agrobacteria, Rhizohia 
e Sarcina') e muitos eucariotos simples tambem realizam a 
sintese de celulose, aparentemente por um mecanismo se- 
melhante ao das plantas. Se as bacterias usam um lipideo 
de membrana para iniciar novas cadeias, esse nao pode ser 
um esterol - as bacterias nao contem esterois. 

Oligossacarideos ligados a lipi'deos sao precursores na 
sintese da parede celular bacteriana 

Da mesma maneira que as plantas, muitas bacterias tern 
paredes extracelulares espessas e rigidas que as protegem 
da lise osmotica. 0 peptideoglicano que fornece aos en¬ 
velopes bacterianos sua forga e rigidez e um copolimero 
linear de A^-acetilglicosamina (GlcNAc) e acido A^-acetilmu- 
ramico (Mur2Ac) alternados, unidos por ligagoes glicosidi- 
cas (j81^4) e com ligagoes cruzadas com peptideos curtos 
ligados ao Mur2Ac (Figura 20-30). Durante a montagem 
do esqueleto do polissacarideo dessa macromolecula com- 
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plexa, ambos GlnNAc e Mur2Ac sao ativados por ligagao 
a um nucleotideo da uridina em seus carbonos anomeros. 
Primeiro, GlcNAc-1-fosfato condensa-se com UTP para for¬ 
mal UDP-GlcNAc (Figura 20-31, etapa O), que reage com 
fosfoenolpiruvato para formar UDP-Mur2Ac (etapa ; cin- 
co aminoacidos sao entao adicionados (etapa 0 ) . A porgao 
Mur2Ac-pentapeptideo e transferida do nucleotideo da uri¬ 
dina para o lipideo de membrana dolicol, alcool isoprenoide 
de cadeia longa (ver Figura 10-22f) (etapa O), e um resi¬ 
due de GlcNAc e doado pela UDP-GlcNAc (etapa 0). Em 
muitas bacterias, cinco glicinas sao adicionadas em ligagao 
peptidica ao grupo amino do residue de Lys do pentapepti- 
deo (etapa 0 ). Finalmente, esse dissacarideo decapeptideo 
e adicionado a extremidade nao redutora de uma molecula 
existente de peptideoglicano (etapa ©). Efetuam-se liga- 
goes peptidicas cruzadas entre cadeias de oligopeptideos, 
unindo cadeias adjacentes de polissacarideos (etapa 0 ), 
contribuindo para uma parede macromolecular enorme e 


forte ao redor da celula bacteriana. Muitos dos antibioticos 
mais efetivos em use atualmente agem inibindo reagoes de 
sintese do peptideoglicano. 

Muitos outros oligossacarideos e polissacarideos sao 
sintetizados por vias similares, onde agucares sao ativados 
para as reagoes subsequentes por ligagao a nucleotideos. 
Na glicolisagao de proteinas, por exemplo (ver Figura 27- 
39), os precursores das porgoes carboidrato incluem agu¬ 
cares ligados a nucleotideos e oligossacarideos ligados a 
lipideos. 

RESUMO 20.4 Smtese de polissacarideos da parede celular; 
celulose vegetal e peptideoglicano bacteriano 

► A sintese de celulose ocorre em complexes terminals 
(rosetas) na membrana plasmatica. Cada cadeia de ce¬ 
lulose comega como uma sitosterol-dextrina formada 
dentro da celula. Ela e entao rebatida para o lado de 


FIGURA 20-31 Smtese do peptideoglicano 
bacteriano. Nas etapas iniciais desta via (O a 
O), a AZ-acetilglicosamina (GlcNAc) e o acido N- 
-acetilmuramico (Mur2Ac) sao ativados por ligagao 
de seus carbonos anomeros a um nucleotideo da 
uridina (UDP) e, no caso do Mur2Ac, a um alcool 
isoprenoide de cadeia longa (dolicol), por meio de 
uma ligagao fosfodiester. Estes grupos ativadores 
participam da formagao das ligagoes glicosidicas; 
eles servem como excelentes promotores da li¬ 
gagao que depois se desligam. Depois das etapas 
© e 0 e da reuniao de um dissacarideo com uma 
cadeia lateral peptidica (10 residues de aminoaci¬ 
dos), O este precursor e transferido a extremidade 
nao redutora de uma cadeia de peptideoglicano 
preexistente, que serve como iniciador da reagao 
de polimerizagao. Finalmente ®, em uma reagao 
de transpeptidagao entre as cadeias laterais pep¬ 
tidicas em duas moleculas de peptideoglicanos 
diferentes, um residue de Gly na extremidade de 
uma cadeia desloca uma o-Ala terminal na outra 
cadeia, formando uma ligagao cruzada. Esta reagao 
de transpeptidagao e inibida por penicilinas, que 
matam as bacterias por enfraquecerem suas pare- 
des celulares (ver Figura 6-30). 
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fora, onde a porgao oligossacandica e transferida para a 
celulose-sintase na roseta, sendo entao alongada. Cada 
roseta produz simultaneamente e em paralelo 36 ca- 
deias de celulose separadas. As cadeias cristalizam em 
uma das microfibrilas que formam a parede celular. 

► A smtese do peptideoglicano da parede celular bacteria- 
na tambem envolve oligossacarideos ligados a lipideos 
formados no interior da celula e rebatidos para o lado de 
fora para sua construgao. 


20.5 Integra^ao do metabolismo de carboidratos 
na celula vegetal 

0 metabolismo de carboidratos em uma celula vegetal tipi- 
ca e, em muitos aspectos, mais complexo do que em uma 
celula animal tipica. A celula vegetal realiza os mesmos 
processos que geram energia em celulas animals (glicoli- 
se, ciclo do acido citrico e fosforilagao oxidativa); ela pode 
gerar hexoses a partir de compostos de tres e quatro carbo- 
nos pela gliconeogenese; ela pode oxidar hexoses-fosfato a 
pentoses-fosfato com a geragao de NADPH (a via oxidativa 
das pentoses-fosfato); e ela pode produzir um polimero de 
glicose com ligagoes (a 1-^4) (amido) e degrada-lo para 
gerar hexoses. No entanto, alem dessas transformagoes de 
carboidratos que ela partilha com a celula animal, a celula 
vegetal fotossintetica pode fixar COg em compostos orga- 
nicos (a reagao da rubisco); usar os produtos da fixagao 
para gerar trioses, hexoses e pentoses (o ciclo de Calvin); 
e converter a acetil-CoA gerada da quebra de acidos graxos 
em compostos de quatro carbonos (o ciclo do glioxilato) e 
os compostos de quatro carbonos em hexoses (gliconeo¬ 
genese). Esses processos exclusivos da celula vegetal sao 
segregados em varies compartimentos celulares nao encon- 
trados em celulas animals: o ciclo do glioxilato em glioxisso- 
mos, o ciclo de Calvin nos cloroplastos, a smtese de amido 
nos amiloplastos e o armazenamento de acidos organicos 
nos vacuoles. A integragao dos eventos entre esses varies 
compartimentos requer transportadores especificos nas 
membranas de cada organela para mover produtos de uma 
organela a outra on para o citosol. 

A gliconeogenese converte gorduras e protei'nas em 
glicose nas sementes em germina^o 

Muitas plantas armazenam lipideos e proteinas em suas se¬ 
mentes, para serem usados como fontes de energia e como 
precursores biossinteticos durante a germinagao, antes do 
desenvoMmento do mecanismo fotossintetico. A gliconeo¬ 
genese ativa em sementes em germinagao fornece glicose 
para a smtese de sacarose, polissacarideos e muitos outros 
metabolitos derivados de hexoses. Em mudas de plantas, a 
sacarose fornece a maior parte da energia quimica necessa- 
ria para o crescimento inicial. 

Foi observado anteriormente (Capitulo 14) que as ce¬ 
lulas animals podem realizar a gliconeogenese a partir de 
precursores de tres e quatro carbonos, mas nao a partir 
dos dois carbonos acetila da acetil-CoA. Como a reagao da 
piruvato-desidrogenase e efetivamente irreversivel (Segao 
16.1), as celulas animals nao tern como converter acetil- 
-CoA em piruvato ou oxaloacetato. Diferentemente dos 


animals, as plantas e alguns microrganismos conseguem 
converter a acetil-CoA proveniente da oxidagao de acidos 
graxos em glicose (Figura 20-32). Algumas enzimas es- 
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FIGURA 20-32 Conversao de acidos graxos armazenados em sacaro¬ 
se nas sementes em germinagao. Esta via inicia nos glioxissomos. 0 suc- 
cinato e produzido e exportado para as mitocondrias, onde e convertido em 
oxaloacetato por enzimas do ciclo do acido citrico. 0 oxaloacetato entra no 
citosol e serve como materia-prima para a gliconeogenese e para a smtese 
de sacarose, a forma de transporte de carbono nas plantas. 
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senciais para essa conversao estao sequestradas nos glio- 
xissomos, onde isoenzimas da /3-oxidagao especificas dos 
glioxissomos quebram os acidos graxos ate acetil-CoA (ver 
Figura 16-24). A separagao fisica entre as enzimas do ciclo 
do glioxilato e da /3-oxidagao e as enzimas do ciclo do acido 
citrico mitocondrial impede a oxidagao adicional da acetil- 
-CoA a COg. Em vez disso, a acetil-CoA e convertida em suc¬ 
cinate no ciclo do glioxilato (ver Figura 16-22). 0 succinate 
passa para a matriz mitocondrial, onde e convertido, pelas 
enzimas do ciclo do acido citrico, em oxaloacetato, que se 
desloca para o citosol. 0 oxaloacetato citosolico e converti¬ 
do pela gliconeogenese em frutose-6-fosfato, o precursor da 
sacarose. Assim, faz-se necessaria a integragao de sequen- 
cias de reagoes em tres compartimentos celulares para a 
produgao de frutose-6-fosfato on sacarose a partir dos lipi- 
deos armazenados. Como apenas tres dos quatro carbonos 
em cada molecula de oxaloacetato sao convertidos em he- 
xose no citosol, cerca de 75% do carbono nos acidos graxos 
armazenados como lipideos nas sementes sao convertidos 
em carboidratos pelas vias combinadas da Figura 20-32. Os 
outros 25% sao perdidos como COg na conversao de oxaloa¬ 
cetato em fosfoenolpiruvato. A hidrolise dos triacilglicerois 
armazenados tambem produz glicerol-3-fosfato, que pode 
entrar na via gliconeogenica depois de sua oxidagao a di- 
-hidroxiacetona-fosfato (Figura 20-33). 

Aminoacidos glicogenicos (ver Tabela 14-4) derivados 
da quebra de proteinas armazenadas em sementes tambem 
geram precursores para a gliconeogenese, apos transami- 
nagao e oxidagao a succinil-CoA, o piruvato, o oxaloacetato, 
o fumarato e o a-cetoglutarato (Capitulo 18) - todos eles 
sendo boa materia-prima para a gliconeogenese. 

Conjuntos [pools) de intermediarios em comum 
conectam vias em diferentes organelas 

Embora a descrigao das transformagoes metabolicas em ce- 
lulas vegetais tenha sido feita em termos de vias individuais, 
essas vias se interconectam de forma tao completa que se 
devem considerar os conjuntos {pools) de intermediarios 
metabolicos partilhados por essas vias e conectados por rea¬ 
goes prontamente reversiveis (Figura 20-34). Um desses 
conjuntos de metabolitos inclui as hexoses-fosfato glico- 
se-l-fosfato, a glicose-6-fosfato e a frutose-6-fosfato; um se- 
gundo inclui as pentoses 5-fosfato-ribose, a ribulose e a xilu- 
lose; um terceiro inclui as trioses-fosfato di-hidroxiacetona 
fosfato e gliceraldeido-3-fosfato. Os fluxos de metabolitos 
por esses conjuntos mudam em magnitude e sentido em res- 
posta a mudangas nas condigoes das plantas, variando com 
o tipo de tecido. Os transportadores nas membranas de cada 
organela movem compostos especificos para dentro e para 
fora, e a regulagao desses transportadores presumivelmente 
influencia o gran com o qual os conjuntos se misturam. 

Durante as boras de luz, as trioses-fosfato produzidas no 
tecido foliar pelo ciclo de Calvin saem do cloroplasto para o 
conjunto citosolico de hexoses-fosfato, onde sao converti- 
das em sacarose para transporte a tecidos nao fotossinteti- 
cos. Nesses tecidos, a sacarose e convertida em amido para 
armazenamento on utilizada como fonte de energia por meio 
da glicolise. Em plantas em crescimento, as hexoses-fosfato 
tambem sao retiradas do conjunto para a sintese de paredes 
celulares. A noite, o amido e metabolizado pela glicolise para 
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FIGURA 20-33 Conversao da por^ao glicerol dos triacilglicerois em 
sacarose nas sementes em germina^ao. 0 glicerol dos triacilglicerois e 
oxidado a di-hidroxiacetona-fosfato, que entra na via gliconeogenica na rea- 
qao da triose-fosfato-isomerase. 


prover energia, essencialmente como ocorre em organismos 
nao fotossinteticos, e 0 NADPH e a ribose-5-fosfato sao obti- 
dos por meio da via oxidativa das pentoses-fosfato. 

RESUMO 20.5 Integragao do metabolismo de carboidratos na 
celula vegetal 

► As plantas podem sintetizar agucares a partir da acetil- 
-CoA, o produto da quebra de acidos graxos, pelas agoes 
combinadas do ciclo do glioxilato e da gliconeogenese. 

► As vias individuais do metabolismo de carboidratos 
em plantas se sobrepoem intensamente; elas parti- 
Iham conjuntos de intermediarios comuns, incluindo 
hexoses-fosfato, pentoses-fosfato e trioses-fosfato. Os 
transportadores nas membranas dos cloroplastos, das 
mitocondrias e dos amiloplastos medeiam o movimen- 
to de agucares-fosfato entre as organelas. 0 sentido do 
fluxo de metabolitos atraves desses conjuntos muda do 
dia para a noite. 
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FIGURA 20-34 Pools de hexoses-fosfato, pentoses-fosfato e trioses- 
-fosfato. Os compostos em cada pool sao prontamente interconversiveis 
por reapoes que tern pequenas mudanpas de energia livre. Quando urn 
componente do pool e temporariamente esgotado, urn novo equilibrio e 


rapidamente estabelecido. 0 movimento dos apucares fosfato entre os com- 
partimentos intracelulares e limitado; transportadores especificos precisam 
estar presentes em uma membrana de organela. 


Termos-chave 

Os termos em negrito estdo definidos no glossdrio. 


ciclo de Calvin 800 
plastideo 800 
cloroplasto 800 

amiloplasto 800 

reagao de fixa^ao do 
carbono 801 

ribulose-1,5-bifosfat o 801 
3-fosfoglicerato 801 

via das pentoses- 
-fosfato 801 

ciclo redutor das pentoses- 
fosfato 801 
plantas Cg 802 

ribulose-1,5-bifosfato- 
-carboxilase/oxigenase 
(rubisco) 802 

mbisco-ativase 804 
aldolase 805 
transcetolase 805 
sedoeptulose-1,7- 
bifosfato 806 
ribulose-5-fosfato 806 
rea^oes de assimila^ao de 
carbono 809 
tiorredoxina 811 
ferredoxina-tiorredoxina- 


-redutase 811 
fotorrespira^ao 812 
2-fosfoglicolato 812 
via do glicolato 813 

ciclo oxidativo fotossintetico 
do carbono (ciclo Cg) 815 
plantas C 4 815 
fosfoenolpiruvato-carboxilase 
815 

enzima malica 816 
piruvato-fosfato-dicinase 
817 

plantas CAM 818 

agucares nucleotideos 819 
ADP-glicose 819 
amido-sintase 819 
sacarose-6-fosfato-sintase 
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Jansson, C., Wullschleger, S.D., Kalluri, U.S., & Tuskan, G.A. 

(2010) Phytosequestration: carbon biosequestration by plants and the 
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Fluxos globais de carbono e a contribuigao da biomassa para o 
carbono terrestre total. 

Portis, A.R., Jr. (2003) Rubisco activase: rubisco’s catalytic 
Qh.dii)QYOivQ. Photosynth. Res. 75, 11-27. 

Estrutura, regulagao, mecanismo e importancia da rubiscoativase. 

Portis, A.R., Jr. & Parry, M.A.J. (2007) Discoveries in rubisco 
(ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase): a historical 
perspective. Res. 94, 121-143. 

Raines, C.A. (2003) The Calvin cycle revisited. Photosynth. Res. 75, 
1-10. Metabolic control analysis applied to the Calvin cycle. 

Sage, R.F., Way, D.A., & Kubien, D.S. (2008) Rubisco, rubisco 
activase, and global clunate change. J. Exper. Bot. 59, 1581-1595. 

Smith, A.M., Denyer, K., & Martin, C. (1997) The synthesis of 
the starch granule. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 48, 

67-87. 

Revisao do papel da ADP-glicose-pirofosforilase na sintese de 
amilose e amilopectina em granules de amido. 

Spreitzer, R.J. & Salvncci, M.E. (2002). Rubisco: structure, 
regulatory interactions, and possibilities for a better enzyme. Annu. 
Rev. Plant Biol. 53, 449-475. 

Revisao avangada sobre a rubisco e a rubiscoativase. 

Whitney, S.M., Hontz, R.L., & Alonso, H. (2011) Advancing our 
understanding and capacity to engineer nature’s C 02 -sequestering 
enzyme, rubisco. Plant Physiol. 155, 27-35. 

Fotorrespiragao e as vias C4 e CAM 

Ainsworth, E.A. & Long, S.P. (2005) What have we learned from 
15 years of free-air COg enrichment (FACE)? A meta-analytic review 
of the response of photosynthesis, canopy properties, and plant 
production to rising CO 2 . New Phytol. 165, 351-372. 

Bauwe, H., Hagemann, M., & Fernie, A.R. (2010) Photorespiration: 
players, partners and origin. Trends Plant Sci. 15, 330-336. 

Black, C.C. & Osmond, C.B. (2003) Crassulacean acid metabolism 
and photosynthesis: working the night shift. Photosynth. Res. 76, 
329-341. 

Donee, R., Bonrgnignon, J., Nenbnrger, M., & Rebeille, F. 

(2001) The glycine decarboxylase system: a fascinating complex. 
Trends Plant Sci. 6,167-176. 

Descrigao em nivel intermediario da estrutura e do mecanismo de 
reagao da enzlma. 

Hatch, M.D. (1987) C 4 photosynthesis: a unique blend of modified 
biochemistry, anatomy and ultrastructure. Biochim. Biophys. Acta 
895,81-106. 

Revisao de nivel intermediario por um dos descobridores da via C 4 . 

Hatch, M.D. & Slack, S.R. (1966) Photosynthesis by sugar-cane 
leaves: a new carboxylation reaction and the pathway of sugar 
foimdiXion. Biochem. J. 101,103-111. 

Descrigao classica da via, nomeada por estes autores. 

Langdale, J.A. (2011) C4 cycles: past, present, and future research 
on C4 photosynthesis. Plant Cell 23, 3879-3892. 

Revisao de nivel intermediario. 

Tolbert, N.E. (1997) The C 2 oxidative photosynthetic carbon cycle. 
Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 48, 1-25. 

Um relate pessoal fascinante do desenvoMmento da 
compreensao da fotorrespiragao por alguem que foi essencial neste 
desenvolvtmento. 


Biossmtese de amido e sacarose 

Doblin, M.S., Kurek, I., Javob-WUk, D., & Delmer, D.P. (2002) 
Cellulose biosynthesis in plants: from genes to rosettes. Plant Cell 
Physiol. 43, 1407-1420. 

Huber, S.C. & Huber, J.L. (1996) Role and regulation of sucrose- 
phosphate sjmthase in higher plants. Annu. Rev. Plant Physiol. 
Plant Mol. Biol. 47, 431-444. 

Breve revisao dos fatores que regulam esta Importante enzlma. 

Keeling, P.L & Myers, A.M. (2010) Biochemistry and genetics of 
starch synthesis. Rev. Food Sci. Technol. 1, 271-303. 

Revisao avangada. 

Rotting, O., Kossmann, J., Zeeman, S.C., & Lloyd, J.R. (2010) 
Regulation of starch metabolism: the age of enlightenment? Curr. 
Opin. Plant Biol. 13, 321-329. 

Leloir, L.F. (1971) Two decades of research on the biosynthesis of 
saccharides. Science 172,1299-1303. 

Discurso de Leloir ao receber o Nobel, incluindo uma discussao 
do papel dos agucares nucleotideos no metabolismo. 

Sintese de celulose e do peptideoglicano 

Endler, A. & Persson, S. (2011) Cellulose synthases and synthesis 
mArahidopsis. Mol.Plant 4, 99-211. 

Joshi, C.P. & Mansfield, S.D. (2007) The cellulose paradox— simple 
molecule, complex biosynthesis. Curr. Opin. Plant Biol. 10, 220-226. 

Liepman, A.H., Andrews, T.J., Gutteridge, S., Hartman, F.C., 

& Lorimer, G.H. (2010) Arabidopsis —a powerful model system for 
plant cell wall research. Plant J. 61, 1107-1121. 

Scheible, W.-R. & Pauly, M. (2004) Glycosyltransferases and cell 
wall biosynthesis: novel players and insights. Curr. Opin. Plant Biol. 
7,285-296. 

Vollmer, W. & Seligman, S.J. (2009) Architecture of peptidoglycan: 
more data and more models. Trends Microbiol. 18, 59-66. 


Problemas 

1. Segrega^ao do metabolismo nas organelas. Quaissao 
as vantagens para uma celula vegetal de ter diferentes organe- 
las para realizar diferentes sequencias de reagoes com inter- 
mediarios em comum? 

2. Fases da fotossmtese. Quando uma suspensao de al- 
gas verdes e iluminada na ausencia de COg e entao incubada 
com no escuro, e convertido em [^^C]glicose por um 
tempo curto. Qual o significado dessa observagao com relagao 
ao processo de assimilagao de COg e como ela esta relaciona- 
da as reagoes na fase clara (luz) da fotossmtese? Por que a 
conversao de ^^C02 em [^^C]glicose cessa depois de um curto 
periodo? 

3. Identifica^ao de intermediarios-chave na assimila- 
^ao de CO 2 . Calvin e colaboradores usaram a alga verde uni- 
celular Chlorella para estudar as reagoes de assimilagao de 
carbono da fotossmtese. Eles incubaram com suspensoes 
iluminadas de algas e acompanharam o curso temporal de apa- 
recimento de em dois compostos, X e Y, sob dois conjuntos 
de condigoes. Sugira as identidades de X e Y com base em sua 
compreensao do ciclo de Calvin. 

(a) Celulas iluminadas de Chlorella foram cultivadas com 
CO 2 nao marcado; a luz foi entao desligada, e ^^C 02 foi adicio- 
nado (linha tracejada vertical no grafico abaixo). Nessas condi¬ 
goes, X foi o primeiro composto a ficar marcado com ^^C; Y nao 
estava marcado. 
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Tempo 


(b) Celulas iluminadas de Chlorella foram cultivadas com 
A iluminagao foi mantida ate que todo o tivesse 
desaparecido (linha tracejada vertical no grafico abaixo). Nes- 
sas condigoes, X tornou-se rapidamente marcado, mas perdeu 
sua radioatividade com o tempo, enquanto Y tornou-se mais 
radioativo com o tempo. 



4. Regulagao do ciclo de Calvin. lodoacetato reage irre- 
versivelmente com os grupos-SH livres dos residuos de Cys 
nas protemas. 



Preveja que enzima(s) do ciclo de Calvin seria(m) inibida(s) 
por iodoacetato e explique por que. 

5. A tiorredoxina na regulagao das enzimas do ciclo de 
Calvin. Motohashi e colaboradores usaram tiorredoxina como 
um anzol para pescar, dos extratos vegetais, as protemas ati- 
vadas pela tiorredoxina. Para fazer isso, eles prepararam uma 
tiorredoxina mutante, na qual um dos residuos de Cys reativos 
foi substituido por uma Ser. Explique por que essa modifica- 
gao foi necessaria para tais experimentos. Fonte: Motohashi, 
K., Kondoh, A., Stnmpp, M.T., & Hisabori, T. (2001) Com¬ 
prehensive survey of proteins targeted by chloroplast thiore- 
doxin. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98, 11,224-11,229. 

6 . Comparagao das vias redntora e oxidativa das pen- 
toses-fosfato. A via redutora das pentoses-fosfato gera uma 
serie de intermediarios identicos aos da via oxidativa das pen¬ 
toses-fosfato (Capitulo 14). Que papel cada via desempenha 
nas celulas onde e ativa? 


7. Fotorrespiragao e respiragao mitocondrial. Com¬ 
pare o ciclo fotossintetico oxidativo do carbono (ciclo C 2 ), 
tambem chamado de fotorrespiragdo, com a respiragdo mi¬ 
tocondrial, que promove a sintese de ATP. Por que ambos os 
processos sao denominados respiragao? Em que parte da celu- 
la eles ocorrem e sob que circunstancias? Qual a via de fluxo de 
eletrons em cada processo? 

8 . A rnbisco e a composigao da atmosfera. N. E. Tolbert 
argumentou que a dupla especificidade da rubisco por CO 2 e O 2 
nao e simplesmente um residuo da evolugao em um ambiente 
pobre em oxigenio. Ele sugere que as atividades relativas das 
atividades de carboxilase e oxigenase da rubisco na verdade 
estabeleceram e hoje mantem a razao de CO 2 para O 2 na at¬ 
mosfera terrestre. Discuta os pros e contras dessa hipotese em 
termos moleculares e em termos globais. De que forma a exis- 
tencia de organismos C 4 e relevante para a hipotese? Fonte: 
Tolbert, N.E. (1994) The role of photosynthesis and photo¬ 
respiration in regulating atmospheric CO 2 and O 2 . In Regula¬ 
tion of Atmospheric CO^ and hy Photosynthetic Carbon 
Metabolism (Tolbert, N.E., & Preiss, J., eds), pp. 8-33, Oxford 
University Press, New York. 

9. O papel da sedoeptnlose-l,7-bifosfatase. Que efei- 
to na celula ou no organismo pode acarretar um defeito na 
sedoeptulose-l,7-bifosfatase em (a) um hepatocito humano e 
(b) na celula foliar de uma planta verde? 

10. A via de assimilagao do CO 2 no milho. Se uma planta 
de milho e iluminada na presenga de ^^C 02 , depois de cerca de 
1 segundo, mais de 90% de toda a radioatividade incorporada 
nas folhas sao encontrados no C-4 do malato, do aspartato e do 
oxaloacetato. Apenas apos 60 segundos e que o ^^C aparece no 
C-1 do 3-fosfoglicerato. Explique. 

11. Identificando as plantas CAM. De posse de algum 
^^C 02 e de todas as ferramentas normalmente presentes em um 
laboratorio de pesquisa em bioquimica, como voce delinearia 
um experimento simples para determinar se uma planta e uma 
tipica C 4 ou uma CAM? 

12. Qnimica da enzima malica: variagao em nm tema. A 

enzima malica, encontrada nas celulas da bainha vascular das 
plantas C 4 , realiza uma reagao que tern uma analoga no ciclo 
do acido citrico. Qual a reagao analoga? Explique sua escolha. 

13. O cnsto de armazenar glicose como amido. Escreva 
a sequencia de etapas e a reagao resultante necessaria para 
calcular o custo, em moleculas de ATP, para a conversao de 
uma molecula de glicose- 6 -fosfato citosolica em amido e de 
volta em glicose- 6 -fosfato. Que fragao esse custo representa do 
numero maximo de moleculas de ATP disponivel para o cata- 
bolismo complete da glicose- 6 -fosfato a CO 2 e H 2 O? 

14. Pirofosfatase inorganica. A enzima pirofosfatase 
inorganica contribui para tornar muitas reagoes biossinteticas 
que geram pirofosfato inorganico essencialmente irreversiveis 
em celulas. Mantendo a concentragao de PP^ muito baixa, a en¬ 
zima “puxa” as reagoes na diregao da formagao de PP^. A sin- 
tese de ADP-glicose nos cloroplastos e uma das reagoes que e 
puxada nesta diregao por este mecanismo. No entanto, a sinte- 
se de UDP-glicose no citosol vegetal, que tambem produz PP^, 
e prontamente reversivel in vivo. Como voce concilia esses 
dois fatos? 

15. Regulagao da sintese de amido e sacarose. A sin- 
tese de sacarose ocorre no citosol e a sintese de amido no 











830 DAVID L. NELSON & MICHAEL M. COX 


estroma do cloroplasto; mesmo assim, os dois processos estao 
intrincadamente equilibrados. Que fatores deslocam as rea- 
goes em favor (a) da sintese de amido e (b) da sintese de 
sacarose? 

16. Regulagao da sintese de sacarose. Na regulagao da 
sintese de sacarose a partir das trioses-fosfato produzidas du¬ 
rante a fotossintese, 3-fosfoglicerato e desempenham papeis 
criticos (ver Figura 20-25). Explique por que a concentragao 
desses dois reguladores reflete a velocidade da fotossintese. 

17. Sacarose e caries dentarias. A infecgao humana mais 

prevalente em uma escala global e a cMe dentaria, que decor- 
re da colonizagao e da destruigao do esmalte do dente por uma 
variedade de microrganismos acidificadores. Esses organismos 
sintetizam e vivem dentro de uma rede de dextranas insoluveis 
em agua, chamada de placa dentMa, composta por polimeros 
de glicose com ligagoes com muitos pontos de ramifi- 

cagao A polimerizagao da dextrana requer sacarose 

da dieta, e a reagao e catalisada por uma enzima bacteriana, 
dextrana-sacarose-glicosiltransferase. 

(a) Escreva a reagao global para a polimerizagao da dex¬ 
trana. 

(b) Alem de fornecer um substrate para a formagao da pla¬ 
ca dentaria, de que forma a sacarose da dieta tambem prove as 
bacterias orais com abundante fonte de energia metabolica? 

18. Diferengas entre plantas Cg e C4. 0 genero vegetal 
Atriplex inclui algumas especies Cg e algumas especies C 4 . A 
partir dos dados nos graficos que seguem (especie 1 , curva 
preta; especie 2 , curva vermelha), identifique qual e uma plan- 
ta Cg e qual e uma planta C 4 . Justifique sua resposta em termos 
moleculares que levem em consideragao os dados em todas as 
tres curvas. 





19. A via C 4 em uma unica celula. Em plantas C 4 tipicas, 
a captura inicial do COg ocorre em um tipo de celula, e as rea- 
goes do ciclo de Calvin em outro (ver Figura 20-23). Vozne¬ 
senskaya e colaboradores descreveram uma planta, Bienertia 
cycloptera - que cresce em depressoes salinas de semideser- 
tos na Asia Central - que mostra as propriedades bioquimicas 
de uma planta C 4 , mas que, ao contrMo das plantas C 4 tipicas, 
nao segrega as reagoes de fixagao de COg em dois tipos de ce- 
lulas. A PEP-carboxilase e a rubisco estao presentes na mesma 
celula. No entanto, as celulas tern dois tipos de cloroplastos, 
diferentemente localizados. Um tipo, relativamente pobre em 
grana (tilacoides), esta confinado a periferia; os cloroplastos 
mais tipicos estao agrupados no centro da celula, separados 
dos cloroplastos perifericos por grandes vacuolos. Estreitas 
pontes citosolicas passam atraves dos vacuolos, conectando o 
citosol periferico e o central. Uma micrografia de uma celula 
de B. cycloptera, com setas apontando para os cloroplastos 
perifericos, e mostrada abaixo. 



10 /u-m 


Nesta planta, onde voce esperaria encontrar (a) PEP-carboxi- 
lase, (b) rubisco e (c) granulos de amido? Explique suas res- 
postas com um modelo para a fixagao de COg nestas celulas C4. 
Fonte: Voznesenskaya, E.V., Fraceschi, V.R., Kiirats, O., 
Artyusheva, E.G., Freitag, H., & Edwards, G.E. (2002) 
Proof of C4 photosynthesis without Kranz anatomy in Biener¬ 
tia cycloptera (Chenopodiaceae). J. 31, 649-662. 


Problema de analise de dados 

20. Rubisco de endossimbiontes bacterianos de ani- 
mais de chamines hidrotermais. Chamines hidrotermais 
submarinas sustentam ecossistemas notaveis. Nessas profun- 
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didades extremas, nao existe luz para sustentar a fotossinte- 
se e, mesmo assim, as comunidades dessas chamines pros- 
peram. A maior parte de sua produtividade primaria ocorre 
por meio da quimiossmtese realizada por bacterias simbiontes 
que vivem em orgaos especiais (trofossomos) de certos ani- 
mas das chamines. 

A quimiossmtese nessas bacterias envolve um processo 
praticamente identico a fotossintese. 0 dioxido de carbono e 
fixado pela rubisco e reduzido a glicose, e o ATP e o NADPH 
necessaries sao produzidos por processes de transferencia 
de eletrons similares aqueles das reagoes dependentes de luz 
da fotossintese. A diferenga-chave e que na quimiossmtese a 
energia que promove a transferencia de eletrons vem de uma 
reagao quimica altamente exergonica em vez de vir da luz. 
Bacterias quimiossinteticas diferentes usam reagoes diferen- 
tes com esse proposito. As bacterias encontradas em animais 
de chamines hidrotermais geralmente usam a oxidagao do H2S 
(abundante na agua da chamine) pelo O2, produzindo enxofre 
elementar. Essas bacterias tambem usam a conversao de H2S 
em enxofre como fonte de eletrons para a redugao quimiossin- 
tetica do CO2. 

(a) Qual a reagao global para a quimiossmtese nessas bac¬ 
terias? Voce nao precisa escrever a reagao balanceada; apenas 
fornega os materiais de origem e os produtos. 

(b) Em ultima analise, essas bacterias endossimbiontes ob- 
tem sua energia da luz solar. Explique como isso ocorre. 

Robinson e colaboradores (2003) exploraram as proprie- 
dades da rubisco do endossimbionte bacteriano do verme tubi- 
forme gigante Riftia pachyptila. A rubisco de qualquer fonte 
catalisa a reagao do CO2 (Figura 20-7) ou do O2 (Figura 20-20) 
com a ribulose-l,5-bifosfato. Em geral, a rubisco reage mais 
prontamente com o CO2 do que com o O2. 0 grau de seletivida- 
de (H) pode ser expresso na 

K^arboxilagao _ ^ [CO2] 

K)xigenagao [O2] 

onde Pea velocidade de reagao. 

Robinson e colaboradores mediram o valor de H para a 
rubisco dos endossimbiontes bacterianos. Eles purificaram a 
rubisco dos trofossomos dos vermes tubiformes, observaram 
sua reagao com misturas de diferentes razoes de O2 e CO2 na 
presenga de [l-^H]ribulose-l,5-bifosfato e mediram a razao de 
[^H]fosfoglicerato para [^H]fosfoglicolato. 

(c) A razao medida de [^H]fosfoglicerato para [^H]fosfogli- 
colato e igual a razao Pearboxiiagao/^oxigenagao- Expliquo por que. 


(d) Por que a [5-^H]ribulose-l,5-bifosfato nao seria um bom 
substrato para esse ensaio? 

0 n para a rubisco do endossimbionte teve um valor de 8,6 
± 0,9. 

(e) A concentragao (molar) atmosferica de O2 e de 20% 
e a do CO2 e de cerca de 380 partes por milhao. Se o endos¬ 
simbionte fosse realizar a quimiossmtese sob essas condigoes 
atmosfericas, qual seria o valor de Carboxiia^ao/Vxigenaeao? 

(f) Com base em sua resposta em (e), voce esperaria que o 
n para a rubisco de uma planta terrestre fosse maior, igual ou 
menor do que 8,6? Explique seu raciocinio. 

Dois isotopes estaveis de carbono sao comumente encon- 
trados no ambiente: o mais abundante e o mais rare 
Todas as enzimas rubisco catalisam a fixagao de ^^C02 mais 
rapidamente do que a de ^^C02. Como resultado, o carbono 
na glicose e levemente mais enriquecido em ^^C em compa- 
ragao com a composigao isotopica do CO2 no ambiente. Di- 
versos fatores estao envolvidos nesse uso “preferencial” do 
^^C02, mas um fator e a fisica fundamental dos gases. A tem- 
peratura de um gas esta relacionada a energia cinetica de 
suas moleculas. A energia cinetica e dada por V 2 mv^, onde 
m e a massa molecular ev e sl velocidade. Assim, na mesma 
temperatura (mesma energia cinetica), as moleculas de um 
gas mais leve se moverao mais rapidamente do que aquelas 
de um gas mais pesado. 

(g) De que forma isso contribui para a “preferencia” da ru¬ 
bisco pelo ^^C02 em relagao ao ^^C02? Uma das primeiras evi- 
dencias convincentes de que os vermes tubiformes hospedei- 
ros estavam obtendo seu carbono fixado dos endossimbiontes 
foi que a razao ^^C/^^C nos animais era bem mais proxima da 
razao nas bacterias do que aquela nos animais marinhos que 
nao habit am as chamines. 

(h) Por que essa e uma evidencia mais convincente para 
uma relagao endossimbiotica do que estudos mais antigos, que 
simplesmente mostraram a presenga de rubisco nas bacterias 
encontradas nos trofossomos? 
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O s lipideos desempenham uma grande variedade de fun- 
goes celulares, algumas delas apenas recentemente 
reconhecidas. Eles sao a principal forma de armazena- 
mento de energia na maioria dos organismos e os principals 
constituintes das membranas celulares. Lipideos especiali- 
zados atuam como pigmentos (retinal, carotene), cofatores 
(vitamina K), detergentes (sals biliares), transportadores 
(dolicois), hormonios (derivados da vitamina D, hormonios 
sexuais), mensageiros extracelulares e intracelulares (ei¬ 
cosanoides, derivados do fosfatidilinositol) e ancoras para 
proteinas de membrana (acidos graxos covalentemente li- 
gados, grupos premia e fosfatidilinositol). A capacidade de 
sintetizar uma variedade de lipideos e essencial para todos 
os organismos. Este capitulo descreve as vias biossinteticas 
para alguns dos lipideos celulares mais comuns, ilustrando 
as estrategias utilizadas para sintetizar esses produtos inso- 
luveis em agua a partir de precursores hidrossoluveis, como 
o acetate. Assim como outras vias biossinteticas, essas se- 
quencias de reagoes sao endergonicas e redutoras. Utilizam 
ATP como fonte de energia metabolica e um transportador 
de eletrons reduzido (geralmente o NADPH) como agente 
redutor. 

Primeiramente, sera descrita a biossmtese dos acidos 
graxos, os principais componentes dos triacilglicerois e dos 
fosfolipideos; a seguir, sera examinada a montagem dos aci¬ 
dos graxos em triacilglicerois e nos tipos mais simples de 
fosfolipideos de membrana. Finalmente, sera abordada a 
sintese do colesterol, componente de algumas membranas 
e o precursor de esteroides, como os acidos biliares, os hor¬ 
monios sexuais e os hormonios adrenocorticais. 


21.1 Biossmtese de acidos graxos e eicosanoides 

Apos a descoberta de que a oxidagao dos acidos graxos 
ocorre pela remogao oxidativa e sucessiva de unidades com 
dois atomos de carbono (acetil-CoA) (ver Figura 17-8), os 


bioquimicos pensaram que a biossmtese dos acidos graxos 
poderia ocorrer pela simples inversao dos mesmos passos 
enzimaticos. No entanto, como eles vieram a descobrir, a 
biossmtese e a degradagao dos acidos graxos ocorrem por 
meio de diferentes vias, sao catalisadas por diferentes gru¬ 
pos de enzimas e localizam-se em compartimentos distintos 
na celula. Alem disso, a biossmtese requer a participagao 
de um intermediario de tres carbonos, a malonil-CoA, que 
nao esta envoMdo na degradagao dos acidos graxos. 

Ov /O 

^C-CH2-C^ 

O S-CoA 

Malonil-CoA 

Primeiro, sera apresentada a via de sintese dos acidos 
graxos; a seguir, sera dedicada atengao a regulagao da via 
e a biossmtese dos acidos graxos de cadeia mais longa, 
dos acidos graxos insaturados e dos seus derivados eico¬ 
sanoides. 

A malonil-CoA e formada a partir de acetil-CoA 
e bicarbonato 

A formagao de malonil-CoA a partir de acetil-CoA e um 
processo irreversivel, catalisado pela acetil-CoA-carbo- 
xilase. A enzima bacteriana contem tres subunidades po- 
lipeptidicas distintas (Figura 21-1); em celulas animals, 
todas as tres atividades fazem parte de um unico polipepti- 
deo multifuncional. As celulas vegetais tern os dois tipos de 
acetil-CoA-carboxilase. Em todos os casos, a enzima con¬ 
tem um grupo prostetico, a biotina, covalentemente ligado 
por uma ligagao amida ao grupo 8-amino de um residue de 
Lys presente em um dos tres polipeptideos ou dominies da 
molecula da enzima. A reagao em duas etapas catalisada 
por essa enzima e muito semelhante a outras reagoes de 
carboxilagao dependente de biotina, como aquelas catali¬ 
sadas pela piruvato-carboxilase (ver Figura 16-17) e pela 
propionil-CoA-carboxilase (ver Figura 17-12). Primeira¬ 
mente, um grupo carboxil derivado do bicarbonato (HCOg) 
e transferido para a biotina em uma reagao dependente de 
ATP. 0 grupo biotinila age como transportador temporario 
de COg, transferindo-o para a acetil-CoA na segunda etapa, 
gerando malonil-CoA. 
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A si'ntese dos acidos graxos ocorre em uma sequencia de 
reaves que se repetem 

Em todos OS organismos, as longas cadeias de carbono dos 
acidos graxos sao constrmdas por uma sequencia de rea- 
goes repetitivas, em quatro etapas (Figura 21-2), catalisa- 
das por um sistema coletivamente conhecido como acido 
graxo-sintase. Um grupamento acila saturado, produzido 
em cada serie de reagoes em quatro etapas, torna-se o subs¬ 
trate da condensagao subsequente com um grupo malonila 
ativado. Em cada uma das passagens pelo ciclo, a cadeia do 
grupo acila graxo aumenta em dois carbonos. 


FIGURA 21-1 A rea^ao da acetil-CoA-carboxilase. A acetil-CoA-carboxila- 
se contem tres regioes funcionais; a proteina carreadora de biotina (em cinza); 
a biotina-carboxilase, que ativa CO 2 pela sua ligapao a um atomo de nitrogenio 
no anel de biotina em uma reapao dependente de ATP (ver Figura 16-17); e a 
transcarboxilase, que transfere 0 CO 2 ativado (sombreado em verde) da biotina 
para a acetil-CoA, produzindo malonil-CoA. 0 brapo longo e flexivel da biotina 
transporta 0 CO 2 ativado da regiao da biotina-carboxilase para 0 sitio ativo da 
transcarboxilase. A enzima ativa, em cada etapa, esta sombreada em azul. 

Na sequencia anabolica redutora, tanto 0 cofator trans- 
portador de eletrons quanto os grupos ativadores diferem 
daqueles do processo catabolico oxidative. Lembre-se que na 
j8-oxidagao, NAD^ e FAD atuam como aceptores de eletrons 
e 0 grupo ativador e 0 grupo tiol (—SH) da coenzima A (ver 
Figura 17-8). Por outro lado, 0 agente redutor na via sinteti- 
ca e 0 NADPH e os grupos ativadores sao dois grupos —SH 
diferentes ligados a enzima, como descrito na segao a seguir. 

Existem duas variantes principals da enzima acido gra¬ 
xo-sintase: a acido graxo-sintase I (AGS I), encontrada em 
vertebrados e em fungos, e a acido graxo-sintase II (AGS 
II), encontrada em vegetais e bacterias. A AGS I, encontrada 
em vertebrados, consiste em uma unica cadeia polipeptidica 
multifuncional 240.000). A enzima AGS I de mamiferos 
e o prototipo. Sete sitios ativos para reagoes distintas estao 
presentes em dominios separados (Figura 21-3a). 0 po- 
lipeptideo de mamiferos funciona como homodimero 
480.000). As subunidades parecem agir independentemen- 
te. Quando todos os sitios ativos de uma subunidade sao ina- 
tivados por mutagao, a sintese dos acidos graxos e apenas 
levemente reduzida. A enzima AGS I encontrada em levedu- 
ras e outros fungos e um pouco diferente. Fla consiste em 
dois polipeptideos multifuncionais que formam um comple- 
xo com uma arquitetura distinta do sistema em vertebrados 
(Figura 21-3b). Tres dos sete sitios ativos necessarios sao 
encontrados na subunidade a e quatro na subunidade j8. 

Com os sistemas AGS I, a sintese dos acidos graxos leva 
a um unico produto, e nao sao liberados intermediarios. 
Quando o comprimento da cadeia atinge 16 carbonos, esse 
produto (palmitato, 16:0; ver Tabela 10-1) deixa o ciclo. 
Os carbonos C-16 e C-15 do palmitato sao derivados dos 
atomos de carbono dos grupos metil e carboxil, respectiva- 
mente, de uma acetil-CoA utilizada diretamente para iniciar 
o sistema (Figura 21-4); os outros atomos de carbono da 
cadeia sao originados da acetil-CoA via malonil-CoA. 

A AGS II, de vegetais e bacterias, e um sistema disso- 
ciado; cada etapa da sintese e catalisada por uma enzima 
distinta e livremente difusivel. Os intermediarios tambem 
sao difusiveis e podem ser desviados para outras vias (como 
a sintese de acido lipoico). Ao contrario da AGS I, a enzima 
AGS II gera uma variedade de produtos, inclusive acidos 
graxos saturados de varies comprimentos, assim como in- 
saturados, ramificados e hidroxiacidos graxos. Um sistema 
AGS II tambem e encontrado nas mitocondrias de vertebra¬ 
dos. A discussao a seguir tera como foco a enzima AGS I de 
mamiferos. 

A acido graxo-sintase de mamiferos tern multiplos sitios 
ativos 

Os multiples dominios da AGS I de mamiferos atuam como 
enzimas distintas, porem ligadas. 0 sitio ativo de cada enzi- 
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FIGURA 21-2 Adi^ao de dois carbonos a uma cadeia acil graxo em 
crescimento: uma sequencia de quatro etapas. Cada grupo malonila e 
acetila (ou acilas maiores) e ativado por urn tioester que os une a acido graxo- 
-sintase, urn sistema multienzimatico descrito no texto. O A condensagao de 
urn grupo acila ativado (urn grupo acetil da acetil-CoA e o primeiro grupo 
acila) e dois carbonos derivados da malonil-CoA, com a eliminagao de CO 2 
do grupo malonila, alonga a cadeia acila em dois carbonos. 0 mecanismo da 
primeira etapa dessa reagao esta mostrado para ilustrar o papel da descarbo- 
xilagao em facilitar a condensagao. 0 produto jS-cetonico dessa condensagao 
e, entao, reduzido em tres etapas seguintes praticamente identicas as reagoes 
de jS-oxidagao, mas na sequencia inversa; @ o grupo jS-cetonico e reduzido a 
urn alcool, 0 a eliminagao de H 2 O cria uma ligagao dupla, e O a ligagao dupla 
e reduzida, formando o grupo acil graxo saturado correspondente. 
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FIGURA 21-3 A estrutura do sistema da acido graxo-sintase tipo I. 

Mostradas aqui sao estruturas em baixa resolugao dos sistemas enzimaticos 
(a) de mamifero (suino; dimero derivado do PDB ID 2CF2) e (b) de fungo 
(derivado do PDB IDs 2UV9, 2UVA, 2UVB e 2UVC). (a) Todos os sitios ativos 
no sistema de mamiferos estao localizados em diferentes dominios de uma 
unica e longa cadeia polipeptidica. As atividades enzimaticas distintas sao: 
jS-cetoacil-ACP-sintase (KS), malonil/acetil-CoA-ACP-transferase (MAT), jS- 
-hidroxiacil-ACP-desidratase (DH), enoil-ACP-redutase (ER) e jS-cetoacil-ACP- 
-redutase (KR). ACP e a proteina carreadora de grupos acila. 0 arranjo linear 
dos dominios no polipeptideo esta representado no painel mais abaixo. 0 
setimo dominio (TE) e uma tioesterase que libera o palmitato produzido 
pela ACP quando a sintese e finalizada. Os dominios ACP eTE estao desor- 
denados na estrutura cristalina e, consequentemente, nao estao mostrados 
nesta estrutura. (b) Na estrutura AGS I do fungo Thermomyces lanuginosus, 
os mesmos sitios ativos sao divididos entre duas cadeias polipetidicas multi- 
funcionais que atuam em conjunto. Seis copias de cada polipeptideo sao en- 
contradas no complexo heterododecamerico. Urn disco de seis subunidades 
jS, que inclui ACP, assim como os sitios ativos KS e KR, e encontrado no centro 
do complexo. No disco, tres subunidades sao encontradas em uma face, e 
tres na outra. Nos dois lados do disco sao formadas cupulas por trimeros de 
subunidades (3 (contendo os sitios ativos ER e DH, assim como dois dominios 
com sitios ativos analogos a MAT na enzima de mamiferos). Os dominios de 
urn de cada tipo de subunidade estao coloridos de acordo com as cores dos 
sitios ativos da enzima de mamiferos em (a). 
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FIGURA21-4 Oprocesso global da smtese do palmitato. Acadeiaaci- 
la graxo cresce em unidades de dois carbonos doadas pelo malonato ativa- 
do, com perda de CO 2 a cada adipao. 0 grupo acetila inicial esta sombreado 
em amarelo, C-1 e C-2 do malonato estao sombreados em vermelho-claro 
e o carbono liberado como CO 2 esta sombreado em verde. Apos a adipao 
de cada unidade de dois carbonos, redupoes convertem a cadeia em cresci- 
mento em acido graxo saturado de quatro, seis e, em seguida, oito carbonos, 
e assim por diante. 0 produto final e o palmitato (16:0). 
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ma e encontrado em um dommio separado dentro do poli- 
peptideo maior. Ao longo do processo de smtese dos acidos 
graxos, os intermediarios permanecem covalentemente li- 
gados como tioesteres a um de dois gmpos tioL Um ponto 
de ligagao e o gmpo —SH de um residue de Cys em um dos 
dommios da sintase (j8-cetoacil-ACP-sintase; KS); o outro 
ponto e o grupo —SH de uma protema transportadora de 
grupos acila, dommio distinto do mesmo polipeptideo. A 
hidrolise dos tioesteres e altamente exergonica, e a ener- 
gia liberada ajuda a tornar termodinamicamente favoraveis 
dois passes distintos (O e ® na Figura 21-6) da smtese dos 
acidos graxos (condensagao). 

A protema transportadora de grupos acila (ACP, 
do ingles acyl carrier protein) e 0 transportador que man- 
tem 0 sistema unido. A ACP de Escherichia coli e uma 
protema pequena {M^ 8.860) contendo 0 grupo prostetico 
4'-fosfopantetema (Figura 21-5; compare esse grupo 
com 0 acido pantotenico e com a porgao j8-mercaptoetilami- 
na da coenzima A na Figura 8-38). Acredita-se que 0 grupo 
prostetico 4'-fosfopantetema da ACP de E. coli atue como 
um brago flexivel, segurando a cadeia acila do acido graxo 
em crescimento unida a superficie do complexo da acido 
graxo-sintase enquanto transporta os intermediarios da rea- 
gao do sitio ativo de uma enzima para a proxima. A ACP de 
mamiferos tern fungao semelhante e 0 mesmo grupo proste¬ 
tico; como foi visto, no entanto, ela esta inserida como um 
dommio em um polipeptideo multifuncional muito maior. 


FIGURA 21-5 A protema transportadora de grupos acila (ACP). 0 

grupo prostetico e a 4'-fosfopanteteina, covalentemente ligada ao grupo 
hidroxila de um residue de Ser da ACP. A fosfopanteteina contem acido pan¬ 
totenico, uma vitamina do complexo B, tambem encontrada na molecula 
da coenzima A. Seu grupo —SH e o local de entrada de grupos malonila 
durante a sintese dos acidos graxos. 


A acido graxo-sintase recebe grupos acetila e malonila 

Antes que as reagoes de condensagao que constroem a ca¬ 
deia do acido graxo possam iniciar, os dois grupos tiois do 
complexo enzimatico devem ser carregados com os grupa- 
mentos acila corretos (Figura 21-6, parte superior). Pri- 
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FIGURA 21 -6 Sequencia de eventos durante a smtese dos acidos gra- 
xos. 0 complexo AGS I de mamiferos esta representado esquematicamen- 
te, com os dominios cataliticos coloridos como na Figura 21-3. Cada dominio 
da longa cadeia polipeptidica representa uma das seis atividades enzimati- 
cas do complexo, organizadas em uma grande forma de S apertado. A pro- 
teina transportadora de grupos acila (AGP) nao esta resolvida na estrutura 
cristalografica mostrada na Figura 21-3, mas esta acoplada ao dominio KS. 0 
brago fosfopanteteina da AGP termina em urn grupo —SFI. Apos o primeiro 
painel, a enzima colorida e a que agira na etapa seguinte. Como na Figura 
21-4, o grupo acetil inicial esta sombreado em amarelo, C-1 e C-2 do malo- 
nato estao sombreados em cor salmao, e o carbono liberado como CO 2 esta 
sombreado em verde. As etapas O a O estao descritas no texto. 
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meiramente, o gmpo acetila da acetil-CoA e transferido 
para a ACP, em uma reagao catalisada pelo dommio malo- 
nil/acetil-CoA-ACP-transferase (MAT na Figura 21-6) 
do polipeptideo multifuncional. 0 grupo acetila e, entao, 
transferido para o grupo —SH da Cys da /3-cetoacil-ACP- 
-sintase (KS). A segunda reagao, a transferencia do grupo 
malonila da malonil-CoA para o grupo —SH da ACP, tam- 
bem e catalisada pela maloniPacetil-CoA-ACP-transferase. 
No complexo sintase carregado, os grupos acetila e maloni¬ 
la sao ativados para o processo de alongamento da cadeia. 
As primeiras quatro etapas desse processo serao considera- 
das agora em detalhes; os numeros das etapas referem-se a 
Figura 21-6. 

Etapa O Condensagao A primeira reagao na formagao da 
cadeia de um acido graxo e uma condensagao de Claisen 
classica envolvendo os grupos acetila e malonila ativados, 
formando acetoacetil-ACP, grupo acetoacetil ligado a 
ACP pelo grupo —SH da fosfopantetema; simultanea- 
mente, uma molecula de COg e produzida. Nesta reagao, 
catalisada pela /3-cetoacil-ACP-sintase, o grupamento ace- 
til e transferido do grupo —SH da Cys da enzima para o 
grupo malonila ligado ao grupo —SH da ACP, tornando-se 
a unidade de dois carbonos metil-terminal do novo grupo 
acetoacetila. 

0 atomo de carbono do COg formado nessa reagao e o 
mesmo carbono originalmente introduzido na malonil-CoA 
a partir do HCOg pela reagao da acetil-CoA-carboxilase 
(Figura 21-1). Assim, a ligagao covalente do COg durante 
a biosslntese dos acidos graxos e apenas transitoria; ele e 
removido assim que cada unidade de dois carbonos e adi- 
cionada. 

Por que as celulas tern o trabalho de adicionar COg para 
formar o grupo malonila a partir do grupo acetila apenas 
para perder o COg durante a formagao de acetoacetato? 0 
uso de grupos malonila ativados em vez de grupos acetil e o 
que torna as reagoes de condensagao termodinamicamente 
favoraveis. 0 carbono metileno (C-2) do grupo malonila, si- 
tuado entre os carbonos da carbonila e da carboxila, forma 
um bom nucleofilo. Na etapa de condensagao (etapa O), a 
descarboxilagao do grupo malonila facilita o ataque nucle- 
ofilico do carbono metileno sobre a ligagao tioester entre o 
grupo acetil e a /3-cetoacil-ACP-sintase, deslocando o gru¬ 
po —SH da enzima. (Essa e uma condensagao de Claisen 
classica; ver Figura 13-4.) 0 acoplamento da condensagao 
a descarboxilagao do grupo malonila torna o processo glo¬ 
bal altamente exergonico. Uma sequencia semelhante de 
carboxilagao-descarboxilagao facilita a formagao de fosfo- 
enolpiruvato a partir de piruvato na gliconeogenese (ver 
Figura 14-18). 

Por meio do uso de grupos malonila ativados na sintese 
dos acidos graxos e de acetate ativado em sua degradagao, 
a celula torna os dois processes termodinamicamente favo¬ 
raveis, apesar de um ser efetivamente o inverse do outro. 
A energia extra necessaria para tornar a sintese dos acidos 
graxos favoravel e fornecida pelo ATP utilizado na sintese 
de malonil-CoA a partir de acetil-CoA e HCOg (Figura 21-1). 

Etapa 0 Redu^ao do grupo carbonila A acetoacetil-ACP forma- 
da na etapa de condensagao sofre agora redugao do gru¬ 


po carbonil em C-3, formando D-j8-hidroxibutiril-ACP. Essa 
reagao e catalisada pela /3-cetoacil-ACP-redutase (KR) 
e o doador de eletrons e o NADPH. Observe que o grupo 
D-/3-hidroxibutiril nao tern a mesma forma estereoisomerica 
que o intermediario L-jS-hidroxiacil na oxidagao dos acidos 
graxos (ver Figura 17-8). 

Etapa © Desidrata^ao Os elementos da agua sao agora re- 
movidos dos carbonos C-2 e C-3 da D-/3-hidroxibutiril-ACP, 
formando uma ligagao dupla no produto, trans-A^-hu- 
tenoil-ACP. A enzima que catalisa essa desidratagao e a 

/3-hidroxiacil-ACP-desidratase (DH). 

Etapa O Redugao da ligagao dupla Finalmente, a ligagao dupla 
da ^raT^s-A^-butenoil-ACP e reduzida (saturada), forman¬ 
do butiril-ACP pela agao da enzima enoil-ACP-redutase 

(ER); mais uma vez, NADPH e o doador de eletrons. 

As reaves da acido graxo-sintase sao repetidas para 
formar palmitato 

A produgao de acil-ACP saturada, com quatro carbonos, 
marca a conclusao de uma rodada por meio do complexo da 
acido graxo-sintase. Na etapa ®, o grupo butirila e transfe¬ 
rido do grupo —SH da fosfopanteteina da ACP para o grupo 
—SH de uma Cys da j8-cetoacil-ACP-sintase, que sustenta- 
ra inicialmente o grupo acetil (Figura 21-6). Para dar inicio 
ao proximo ciclo de quatro reagoes que alonga a cadeia em 
mais dois atomos de carbono (etapa ©), outro grupo malo¬ 
nila liga-se ao grupo —SH da fosfopanteteina da ACP, agora 
desocupado (Figura 21-7). A condensagao ocorre a medi- 
da que o grupo butirila, atuando como o grupo acetil no pri- 
meiro ciclo, e ligado aos dois atomos de carbono do grupo 
malonil-ACP, com a consequente perda de COg. 0 produto 
dessa condensagao e um grupo acila com seis carbonos, 
covalentemente ligado ao grupo —SH da fosfopanteteina. 
Seu grupo /3-cet6nico e reduzido nas tres etapas seguintes 
do ciclo da sintase, formando o grupo acila saturado, exata- 
mente como no primeiro ciclo de reagoes - neste caso for¬ 
mando o produto de seis carbonos. 

Sete ciclos de condensagao e redugao produzem o gru¬ 
po palmitoila de 16 carbonos saturados, ainda ligado a ACP. 
Por razoes ainda nao bem compreendidas, o alongamento 
da cadeia pelo complexo da sintase geralmente e interrom- 
pido neste ponto e o palmitato e liberado da ACP pela agao 
de uma atividade hidrolitica (tioesterase; TE) da proteina 
multifuncional. 

E possivel considerar em duas etapas a reagao global 
para a sintese do palmitato a partir de acetil-CoA. Primeiro, 
a formagao de sete moleculas de malonil-CoA: 

7 Acetil-CoA + 7 COg + 7 ATP-> 

7 malonil-CoA + 7ADP + 7F, (21-1) 

em seguida, sete ciclos de condensagao e redugao: 

Acetil-CoA + 7 malonil-CoA + 14NADPH + 14H^-> 

palmitato + 7 COg + 8 CoA + 14NADP^ + 6 HgO 

( 21 - 2 ) 

Observe que apenas seis moleculas de agua sao produzidas, 
porque uma e utilizada para hidrolisar a ligagao tioester en- 
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FIGURA 21-7 Infcio da segunda rodada do dclo da smtese dos aci- 
dos graxos. 0 grupo butirila esta ligado ao grupo —SH da Cys. 0 grupo 
malonila que esta entrando e primeiro acoplado ao grupo —SH da fosfo- 
panteteina. A seguir, na etapa de condensagao, todo o grupo butirila ligado 
ao —SH da Cys e trocado pelo grupo carboxila do residuo de malonila, que 
e perdida como CO 2 (em verde). Esta etapa e analoga a etapa O na Figura 
21 -6.0 produto, urn grupo j3-cetoacila de seis carbonos, contem agora qua- 
tro carbonos derivados da malonil-CoA e dois derivados da acetil-CoA que 
inidou a reagao. 0 grupo jS-cetoacila passa entao pelas etapas 0 a O, como 
na Figura 21-6. 


tre o produto palmitato e a enzima. 0 processo global (a 
soma das Equagoes 21-1 e 21-2) e 

8 Acetil-CoA + 7 ATP + 14NADPH + 14H^-> 

palmitato + 8 CoA + 7ADP + 7Pi + HNADP"^ + GHgO 

(21-3) 

Assim, a biossmtese dos acidos graxos como o palmitato 
requer acetil-CoA e o fornecimento de energia qmmica de 
duas formas: o potencial de transferencia de grupos do ATP 
e o poder redutor do NADPH. 0 ATP e necessario para 11- 
gar o COg a acetil-CoA formando malonil-CoA; as moleculas 


de NADPH sao necessarias para reduzir o grupo a-ceto e a 
ligagao dupla. 

Em eucariotos nao fotossinteticos existe um custo adi- 
cional para a smtese dos acidos graxos, ja que a acetil-CoA 
e gerada na mitocondria e deve ser transportada para o ci- 
tosol. Como sera visto, essa etapa extra consome dois ATP 
por molecula de acetil-CoA transportada, aumentando o 
custo energetico da smtese dos acidos graxos para tres ATP 
por unidade de dois carbonos. 

A smtese de acidos graxos ocorre no citosol 
de muitos organismos, mas nos cloroplastos 
das plantas 

Na maioria dos eucariotos superiores, o complexo da aci- 
do graxo-sintase e encontrado exclusivamente no citosol 
(Figura 21-8), assim como as enzimas biossinteticas dos 
nucleotideos, dos aminoacidos e da glicose. Esta localizagao 
segrega os processos sinteticos das reagoes de degradagao, 
uma vez que muitas delas ocorrem na matriz mitocondrial. 
Existe uma separagao correspondente dos cofatores trans- 
portadores de eletrons utilizados no anabolismo (geralmen- 
te processos redutivos) e aqueles utilizados no catabolismo 
(geralmente oxidativos). 

Em geral, o NADPH e o transportador de eletrons para 
as reagoes anabolicas e o NAD"^ atua nas reagoes cataboli- 
cas. No citosol de hepatocitos, a relagao [NADPH]/[NADP^] 
e muito alta (aproximadamente 75), gerando um ambiente 
fortemente redutor para a smtese redutora dos acidos gra¬ 
xos e de outras biomoleculas. A relagao citosolica [NADH]/ 
[NAD^] e muito menor (apenas cerca de 8 X 10”^), de modo 
que o catabolismo oxidativo da glicose, dependente de 
NAD^, pode ocorrer no mesmo compartimento e ao mesmo 
tempo que a smtese dos acidos graxos. A relagao [NADH]/ 
[NAD^j e muito maior na mitocondria do que no citosol, de- 
vido ao fluxo de eletrons para o NAD^ a partir da oxidagao 
de acidos graxos, aminoacidos, piruvato e acetil-CoA. Essa 
relagao alta entre [NADH]/[NAD^] na mitocondria favorece 
a redugao do oxigenio pela cadeia respiratoria. 

Nos hepatocitos e adipocitos, NADPH citosolico e am- 
plamente gerado pela via das pentoses-fosfato (ver Figura 
14-22) e pela enzima malica (Figura 21-9a). Ja a enzi¬ 
ma malica ligada ao NADP, que opera na via de fixagao do 
carbono em plantas C 4 (ver Figura 20-23), tern uma fun- 
gao diferente. 0 piruvato produzido na reagao representa- 
da na Figura 21-9a entra novamente na mitocondria. Nos 
hepatocitos e em glandulas mamarias de animals lactentes, 
o NADPH necessario para a biossmtese dos acidos graxos 
e fornecido principalmente pela via das pentoses-fosfato 
(Figura 21-9b). 

Nas celulas fotossinteticas dos vegetais, a smtese dos 
acidos graxos nao ocorre no citosol e sim no estroma dos 
cloroplastos (Figura 21-8). Isso faz sentido, ja que o NADPH 
e produzido nos cloroplastos pelas reagoes dependentes de 
luz da fotossintese: 


luz 


HoO -I- NADP+ 


^ jOa -I- NADPH -I- H+ 
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Celulas animais, celulas de leveduras Mitocdndria 


Celulas vegetais 




Peroxissomos 


Citosol 


• Nao ocorre oxida^ao de acidos graxos 


Retkulo endoplasmatico 

• Sintese de fosfolipideos 

• Sintese de esterois (ultimos estagios) 

• Alongannento de acidos graxos 

• Dessatura^ao de acidos graxos 

Cloroplastos 


• Oxida^ao de acidos graxos 

• Produgao de acetil-CoA 

• Sintese de corpos cetonicos 

• Alongannento de acidos graxos 


• Produgao de NADPH 

(via das pentoses-fosfato; enzima malica) 

. [NADPH]/[NADP+] alta 

• Sintese de isoprenoides e esterois (estagios iniciais) 

• Sintese de acidos graxos 


• Produ^ao de NADPH, ATP • Oxida^ao de acidos graxos 

. [NADPH]/[NADP+] alta (-H 2 O 2 ) 

• Sintese de acidos graxos • Catalase, peroxidase: 

H2O2 -► H2O 


FIGURA21-8 Localiza^ao subcelular do metabolismo lipfdico. As ce¬ 
lulas de leveduras e de vertebrados diferem das celulas dos vegetais superio- 
res na compartimentalizapao do metabolismo lipidico. A sintese dos acidos 
graxos ocorre em compartimentos em que NADPH esta disponivel para a 


sintese redutora (ou seja, onde a relapao [NADPH]/[NADP^] e alta); o citosol 
nos animais e nas leveduras, e os cloroplastos nas plantas. Os processos es- 
critos em vermelho sao descritos neste capitulo. 



Malato Piruvato 

(a) 


Glicose-6- 

-fosfato 


NADP^ 


NADP^ 



Via das pentoses-fosfato 

(b) 


Ribulose-5- 

-fosfato 


FIGURA 21-9 Produ^ao de NADPH. Duas vias para a produpao de 
NADPH catalisada pela (a) enzima malica e (b) via das pentoses-fosfato. 


0 acetato e transportado para fora da mitocdndria 
como citrato 

Em eucariotos nao fotossinteticos, praticamente toda a 
acetil-CoA utilizada na sintese dos acidos graxos e formada 
na mitocdndria a partir da oxidagao do piruvato e do ca- 
tabolismo dos esqueletos de carbono dos aminoacidos. A 
acetil-CoA gerada da oxidagao dos acidos graxos nao e uma 
fonte significativa de acetil-CoA para a biossintese dos aci¬ 
dos graxos em animais, pelo fato de que as duas vias sao 
reciprocamente reguladas, como descrito a seguir. 

A membrana interna da mitocdndria e impermeavel a 
acetil-CoA, de modo que um transportador indireto transfe- 
re os equivalentes do grupo acetila pela membrana interna 
(Figura 21-10). A acetil-CoA intramitocondrial reage pri- 


meiro com oxaloacetato formando citrato, uma reagao do ci- 
clo do acido citrico catalisada pela enzima citrato-sintase 
(ver Figura 16-7). 0 citrato, entao, atravessa a membrana 
interna pelo transportador de citrato. No citosol, a cli- 
vagem do citrato pela citrato-liase regenera acetil-CoA e 
oxaloacetato em uma reagao dependente de ATP. 0 oxaloa¬ 
cetato nao pode retornar a matriz mitocondrial diretamente, 
ja que nao existe um transportador de oxaloacetato. Em vez 
disso, a malato-desidrogenase citosdlica reduz 0 oxaloaceta¬ 
to a malato, 0 qual pode retornar a matriz mitocondrial pelo 
transportador malato-cn-cetoglutarato na troca por citrato. 
Na matriz, 0 malato e reoxidado a oxaloacetato, completan- 
do 0 ciclo. No entanto, a maior parte do malato produzido 
no citosol e utilizada para gerar NADPH citosolico pela agao 
da enzima malica (Figura 21-9a). 0 piruvato produzido e 
transportado para a mitocondria pelo transportador de pi¬ 
ruvato (Figura 21-10), sendo convertido em oxaloacetato na 
matriz, pela enzima piruvato-carboxilase. 0 ciclo resultante 
consome dois ATP (pela citrato-liase e pela piruvato-carbo¬ 
xilase) para cada molecula de acetil-CoA entregue para a 
sintese de acidos graxos. Apos a clivagem do citrato para 
gerar acetil-CoA, a conversao dos quatro carbonos remanes- 
centes em piruvato e COg pela enzima malica gera aproxima- 
damente a metade do NADPH necessario para a sintese de 
acidos graxos. A via das pentoses-fosfato fornece 0 restante 
de NADPH necessario. 

A biossintese de acidos graxos e precisamente regulada 

Quando uma celula ou um organismo tern combustivel me- 
tabolico mais que suficiente para suprir suas necessidades 
energeticas, geralmente o excesso e convertido em acido 
graxo e estocado como lipideos, como os triacilglicerois. 
A reagao catalisada pela acetil-CoA-carboxilase e a etapa 
limitante na biossintese de acidos graxos, e essa enzima 
e um ponto importante de regulagao. Nos vertebrados, o 
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FIGURA 21-10 Lan^adeira para a transferencia de grupos acetil da 
mitoedndria para o citosol. A membrana mitocondrial externa e livre- 
mente permeavel a todos esses compostos. 0 piruvato derivado do catabo- 
lismo dos aminoacidos na matriz mitocondrial ou da glicose por glicolise no 
citosol e convertido em acetil-CoA na matriz. Os grupos acetil saem da mi- 


tocondria como citrato; no citosol, eles sao liberados na forma de acetil-CoA 
para a sintese dos acidos graxos. 0 oxaloacetato e reduzido a malato, que 
pode retornar a matriz mitocondrial, onde e convertido em oxaloacetato. 0 
principal destino do malato citosolico e a oxidapao pela enzima malica, ge- 
rando NADPH citosolico; o piruvato produzido retorna a matriz mitocondrial. 


principal produto da smtese de acidos graxos, a palmitoil- 
-CoA, e um inibidor por retroalimentagao dessa enzima; 
o citrato e um ativador alosterico (Figura 21-1 la), ele- 
vando a 0 citrato desempenha uma fungao central 
na alteragao do metabolismo celular de consume de com- 
bustivel metabolico (oxidagao) para o de armazenamen- 
to de combustivel na forma de acidos graxos. Quando as 
concentragoes de acetil-CoA e ATP mitocondriais aumen- 
tam, o citrato e transportado para fora da mitoedndria; ele 
torna-se, entao, tanto o precursor citosolico de acetil-CoA 
quanto um sinal alosterico para a ativagao da acetil-CoA- 
-carboxilase. Ao mesmo tempo, o citrato inibe a atividade 
da fosfofruto-cinase-1 (ver Figura 15-16), reduzindo o flu- 
xo de carbono para a glicolise. 

A acetil-CoA-carboxilase tambem e regulada por mo- 
dificagao covalente. A fosforilagao promovida pelas agoes 
dos hormdnios glucagon e adrenalina inativa a enzima e 


reduz sua sensibilidade a ativagao por citrato, dessa for¬ 
ma reduzindo a velocidade da smtese de acidos graxos. Na 
sua forma ativa (desfesforilada), a acetil-CoA-carboxilase 
polimeriza-se em longos filamentos (Figura 21-1 lb); a fos¬ 
forilagao e acompanhada pela dissociagao das subunidades 
monomericas e perda da atividade. 

A acetil-CoA-carboxilase de plantas e bacterias nao e 
regulada por citrato ou por um ciclo de fosforilagao-desfos- 
forilagao. A enzima vegetal e ativada por um aumento do 
pH do estroma e da [Mg^"^], que ocorre com a iluminagao 
da planta (ver Figura 20-17). As bacterias nao utilizam tria- 
cilglicerois para armazenar energia. Em E. coli, a principal 
fungao da smtese de acidos graxos e fornecer precursores 
para a smtese de lipideos de membrana; a regulagao desse 
processo e complexa, envolvendo nucleotideos da guanina 
(como ppGpp) que coordenam o crescimento celular com a 
formagao da membrana (ver Figuras 8-39 e 28-22). 
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FIGURA21-11 Regula^ao da smtesedos acidos graxos. (a) Nas celulas 
de vertebrados, tanto a regulagao alosterica como a modificagao covalen- 
te dependente de hormonios influenciam o fluxo dos precursores para a 
formapao de malonil-CoA. Nos vegetais, a acetil-CoA-carboxilase e ativada 
pelas variapoes na [Mg^^] e no pH que acompanham a iluminapao (nao mos- 
tradas aqui). (b) Os filamentos da acetil-CoA-carboxilase de hepatocito de 
galinha (a forma ativa, desfosforilada) como vistos ao microscopio eletronico. 

Alem da regulagao momento a momento da atividade 
enzimatica, essas vias sao reguladas no que se refere a ex- 
pressao genica. Por exemplo, quando os animals ingerem 
um excesso de certos acidos graxos poli-insaturados, a ex- 
pressao de genes que codificam uma serie de enzimas lipo- 
genicas no figado e suprimida. A regulagao desses genes e 
mediada por uma familia de receptores proteicos nucleares 
chamados PPAR, descritos em maior detalhe no Capitulo 23 
(ver Figura 23-42). 

Se a sintese de acidos graxos e a /3-oxidagao ocorressem 
simultaneamente, os dois processos constituiriam um ciclo 
futil, desperdigando energia. Ja foi visto (ver Figura 17-13) 
que a j8-oxidagao e bloqueada por malonil-CoA, que inibe 
a enzima carnitina-aciltransferase 1. Assim, durante a sin- 
tese de acidos graxos, a produgao do primeiro intermedia- 
rio, a malonil-CoA, desliga a /3-oxidagao no nivel do sistema 
transportador na membrana interna da mitocondria. Esse 
mecanismo de controle ilustra outra vantagem da separa- 
gao das vias sinteticas e degradativas em compartimentos 


Dessaturapao 

V y 

Outros acidos graxos Araquidonato 

poli-insaturados 20:4(A^'^'^^'^4) 

FIGURA 21-12 Vias de sintese de outros acidos graxos. 0 palmitato eo 
precursor do estearato e dos acidos graxos saturados de cadeias mais longas, 
assim como dos acidos graxos monoinsaturados palmitoleato e oleato. Os 
mamiferos sao incapazes de converter oleato em linoleato ou em a-linolena- 
to (sombreado em cor salmao), que sao, portanto, necessarios na dieta como 
acidos graxos essenciais. A conversao de linoleato em outros acidos graxos 
poli-insaturados e em eicosanoides esta representada nesta figura. Os acidos 
graxos insaturados sao simbolizados pela indicaqao do numero de carbonos 
e do numero e posiqao de ligaqoes duplas, como naTabela 10-1. 


dos ainda maiores pela adigao de grupos acetil, pela agao 
do sistema de alongamento de acidos graxos presente 
no reticulo endoplasmatico (RE) liso e na mitocondria. 0 
sistema de alongamento mais ativo do RE alonga a cadeia 
de 16 carbonos da palmitoil-CoA em dois atomos de car- 
bono, formando estearoil-CoA. Embora diferentes sistemas 
enzimaticos estejam envoMdos e a coenzima A seja o trans¬ 
portador de grupos acila, em lugar da AGP, o mecanismo de 
alongamento no RE e identico aquele utilizado na sintese 
do palmitato: doagao de dois carbonos a partir da malonil- 
-CoA, seguindo-se redugao, desidratagao e nova redugao do 
produto saturado de 18 carbonos, a estearoil-CoA. 


celulares distintos. 


Os acidos graxos saturados de cadeia longa sao 
sintetizados a partir do palmitato 

0 palmitato, produto principal do sistema da acido graxo- 
-sintase nas celulas animals, e o precursor de outros acidos 
graxos de cadeia longa (Figura 21-12). Ele deve ser alon- 
gado formando estearato (18:0) ou acidos graxos satura- 


A dessaturapao dos acidos graxos requer uma oxidase 
de funpao mista 

0 palmitato e o estearato servem como precursores dos 
dois acidos graxos monoinsaturados mais comuns nos te- 
cidos animals: o palmitoleato, 16:1(A^) e o oleato, 18:1(A^); 
os dois acidos graxos contem uma unica ligagao dupla cis 
entre C-9 e C-10 (ver Tabela 10-1). A ligagao dupla e intro- 
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FIGURA 21-13 Transferencia de eletrons no processo de dessatura- graxo e NADPH - sao oxidados pelo oxigenio molecular. Essas reagoes ocor- 
^ao dos acidos graxos em vertebrados. As setas azuis mostram o cami- rem na face luminal do RE liso. Uma via semelhante, mas com transportado- 
nho dos eletrons na medida em que dois substrates diferentes - acil-CoA res de eletrons diferentes, ocorre em vegetais. 


duzida na cadeia do acido graxo por uma reagao oxidati- 
va catalisada pela acil-CoA graxo-dessaturase (Figura 
21-13) , uma oxidase de fungao mista (Quadro 21-1). 
Dois substratos diferentes, o acido graxo e o NADPH, so- 
frem oxidagao simultaneamente, perdendo dois eletrons. 
0 caminho do fluxo dos eletrons inclui um citocromo (ci- 
tocromo b^) e uma flavoprotema (citocromo b^-redutase), 
ambos localizados no RE liso, assim como a acil-CoA graxo- 
-dessaturase. Nos vegetais, o oleato (18:1 (A^)) e produzido 
por uma estearoil-ACP-dessaturase (EAD) que utiliza a 
ferrodoxina reduzida como doadora de eletrons no estroma 
dos cloroplastos. 

A EAD de animals (camundongos) tern um papel im- 
portante no desenvolvimento da obesidade e da resistencia 
a insulina, que frequentemente acompanha a obesidade e 
precede o desenvolvimento de diabetes melito tipo 2. 0 ca- 
mundongo tern quatro isoenzimas, EADl a EAD4, das quais 
EADl e a melhor entendida. Sua sintese e induzida por aci¬ 
dos graxos saturados da dieta e tambem pela agao de SRE- 
BP e RHX, dois reguladores proteicos do metabolismo de 
lipideos que ativam a transcrigao de enzimas envoMdas na 
sintese de lipideos (descrita na Segao 21.4). Camundongos 
contendo formas mutantes da EADl sao resistentes a obe¬ 
sidade induzida pela dieta e nao desenvolvem diabetes em 
condigoes que causariam tanto obesidade quanto diabetes 
em camundongos portadores de EADl. 

Os hepatocitos dos mamiferos podem facilmente intro- 
duzir ligagao dupla na posigao dos acidos graxos, mas nao 
podem introduzir ligagoes duplas adicionais entre C-10 e a 
extremidade metila. Assim, os mamiferos nao podem sin- 
tetizar linoleato, 18:2(A^’^^), on a-linolenato, 18:3(A^’^^’^^). 
No entanto, os vegetais podem sintetizar ambos; as dessa- 
turases que introduzem ligagoes duplas nas posigoes A^^ e 
A^^ estao localizadas no RE e nos cloroplastos. As enzimas 
do RE nao atuam sobre acidos graxos livres, mas sobre um 
fosfolipideo, a fosfatidilcolina, que contem pelo menos um 
oleato ligado ao glicerol (Figura 21-14). Ambas, plantas e 
bacterias, devem sintetizar os acidos graxos poli-insatura- 
dos para garantir a fluidez da membrana em temperaturas 
reduzidas. 

Como eles sao precursores necessarios para a sinte¬ 
se de outros produtos, o linoleato e o a-linolenato sao 
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FIGURA 21-14 A0O das dessaturases de vegetais. Nas plantas, as des- 
saturases oxidam o oleato ligado a fosfatidilcolina, produzindo acidos graxos 
poli-insaturados. Alguns dos produtos sao liberados da fosfatidilcolina por 
hidrolise. 
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^ MEDICINA 


Oxidases de fun^ao mista, enzimas do citocromo P-450 e overdose de drogas 


Neste capitulo sao abordadas diversas enzimas que ca- 
talisam reagoes de oxidagao-redugao em que o oxigenio 
molecular e um participante. A estearoil-CoA dessatura- 
se (EAD) que introduz uma ligagao dupla em uma cadeia 
acil graxo (ver Figura 21-13) e uma dessas enzimas. 

A nomenclatura das enzimas que catalisam as rea- 
goes desse tipo frequentemente e confusa para os es- 
tudantes. Oxidase e o nome geral para enzimas que 
catalisam oxidagoes em que o oxigenio molecular e o 
receptor de eletrons, no entanto os atomos de oxigenio 
nao aparecem no produto oxidado. A enzima que intro¬ 
duz uma ligagao dupla na acil-CoA graxo durante a oxi- 
dagao dos acidos graxos nos peroxissomos (ver Figura 
17-14) e uma oxidase desse tipo; um segundo exemplo 
e a citocromo-oxidase da cadeia transportadora de ele¬ 
trons mitocondrial (ver Figura 19-14). No primeiro caso, 
a transferencia de dois eletrons para H 2 O produz pero- 
xido de hidrogenio, HgOg; no segundo, dois eletrons re- 
duzem V 2 Og a H 2 O. Muitas oxidases sao flavoproteinas, 
mas nao todas elas. 

As oxigenases catalisam reagoes oxidativas em que 
atomos de oxigenio sao diretamente incorporados na mo- 
lecula do produto, formando um novo grupo hidroxila ou 
carboxila, por exemplo. As dioxigenases catalisam rea¬ 
goes em que os dois atomos de oxigenio do O 2 sao incor¬ 
porados na molecula do produto organico. Exemplo de 
dioxigenase e a triptofano-2,3-dioxigenase, que catalisa 
a abertura do anel de cinco membros do triptofano no 
catabolismo desse aminoacido. Quando essa reagao ocor- 
re na presenga de ^^ 62 , o atomo de oxigenio isotopico e 
encontrado nos dois grupos carbonila do produto (mos- 
trado em vermelho). 
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As monoxigenases, mais comuns e mais complexas 
em suas agoes, catalisam reagoes em que apenas um dos 
dois atomos de oxigenio do O 2 e incorporado no produto 
organico, o outro sendo reduzido a H 2 O. As monoxige¬ 
nases necessitam de dois substratos para funcionarem 


como redutores dos dois atomos de oxigenio do O 2 . 0 
substrato principal aceita um dos dois atomos de oxige¬ 
nio e um cossubstrato fornece atomos de hidrogenio para 
reduzir o outro atomo de oxigenio a H 2 O. A equagao geral 
da reagao para as monoxigenases e 

AH + BH 2 + 0—0-> A—OH + B + H 2 O 

onde AH e o substrato principal e BH 2 e o cossubstra¬ 
to. Como a maioria das monoxigenases catalisa reagoes 
em que o substrato principal torna-se hidroxilado, elas 
tambem sao chamadas de hidroxilases. Algumas vezes 
tambem sao chamadas de oxidases de fungao mista ou 
oxigenases de fungao mista, para indicar que oxidam 
dois substratos diferentes simultaneamente. (Observe 
aqui o uso de “oxidase”, o qual viola a definigao geral 
dada acima.) 

Existem diferentes classes de monoxigenases, depen- 
dendo da natureza do cossubstrato. Algumas utilizam os 
nucleotideos de flavina (FMNH 2 ou FADH 2 ); outras usam 
NADH ou NADPH; e ha as que utilizam o a-cetoglutarato 
como cossubstrato. A enzima que hidroxila o anel de fe- 
nila da fenilalanina, formando tirosina, e uma monoxige- 
nase, para a qual a tetra-hidrobiopterina serve como cos¬ 
substrato (ver Figura 18-23). (Essa e a enzima defeituosa 
na doenga genetica humana chamada de fenilcetonuria.) 

As mais numerosas e mais complexas reagoes de 
monoxigenagao sao aquelas que usam um tipo de he- 
meprotema chamada de citocromo P-450. Da mesma 
forma que a citocromo-oxidase mitocondrial, enzimas 
contendo um dominio citocromo P-450 podem reagir 
com O 2 e ligar monoxido de carbono, mas elas podem 
ser diferentes da citocromo-oxidase, ja que o complexo 
das suas formas reduzidas com o monoxido de carbo¬ 
no exibe intensa absorgao de luz a 450 nm - por isso o 
nome P-450. 

As enzimas do citocromo P-450 catalisam reagoes de 
hidroxilagao em que um substrato organico, RH, e hidro¬ 
xilado a R—OH, incorporando um atomo de oxigenio do 
O 2 ; o outro atomo de oxigenio e reduzido a H 2 O pelos 
equivalentes redutores fornecidos pelo NADH ou pelo 
NADPH, mas que geralmente sao transferidos para o ci¬ 
tocromo P-450 por uma proteina ferro-enxofre. A Figura 
Q-1 mostra um esquema simplificado da agao do citocro¬ 
mo P-450. 


RH 

Od 


Oxidado ROH 




FIGURA Q-1 
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Existe uma grande famflia de protemas contendo 
P-450 de dois tipos gerais: aquelas altamente especifi- 
cas para um unico substrate (come as enzimas tipicas) 
e aquelas com sitios de ligagao mais promiscuos que 
aceitam uma variedade de substrates, geralmente seme- 
Ihantes na hidrofobicidade. No cortex da suprarrenal, 
por exemplo, um citocromo P-450 especifico participa 
da hidroxilagao de esteroides, gerando os hormonios 
adrenocorticais (ver Figura 21-49). Existem duzias de 
enzimas contendo P-450 que atuam sobre substrates 
muito especificos nas vias biossinteticas dos hormonios 
esteroides e dos eicosanoides. As enzimas do citocromo 
P-450 com especificidades mais amplas sao importantes 
na hidroxilagao de muitas drogas distintas, como barbi¬ 
turates e outros xenobioticos (substancias estranhas ao 
organismo), particularmente se sao hidrofobicos e rela- 
tivamente insoluveis. 0 carcinogeno ambiental benzo[a] 
pireno (encontrado na fumaga do cigarro) sofre hidroxi- 
lagao dependente do citocromo P-450 durante sua desto- 
xificagao. A hidroxilagao de xenobioticos, algumas vezes 
combinada com o acoplamento de um composto polar tal 
como o acido glicuronico ao grupo hidroxila, os tornam 
mais soluveis em agua e permite a sua excregao na urina. 
A hidroxilagao (e a glicuronidagao) inativa a maioria dos 
farmacos, e a velocidade com que isso ocorre determina 
por quanto tempo uma determinada dose de um farmaco 
permanece no sangue em doses terapeuticas. Os huma- 
nos diferem em seus niveis de enzimas de metabolizagao 
de farmacos por dois motives: pela sua genetica e o fato 


de que exposigao previa a substrates pode induzir a sin- 
tese de niveis maiores das enzimas P-450 em determi- 
nado individuo. 0 etanol e os barbituricos compartilham 
uma enzima P-450. 0 consume excessive de alcool por 
longo prazo induz a sintese dessa enzima P-450. Como o 
barbiturate e inativado e eliminado mais rapido, sao ne- 
cessarias doses maiores da droga para alcangar o mesmo 
efeito terapeutico. Se um individuo ingerir essa dose de 
barbiturate maior que o comum e tambem ingerir alcool, 
a competigao entre o alcool e o barbiturate pela quanti- 
dade limitada de enzima significa que tanto o alcool como 
o barbiturate serao eliminados mais lentamente. Os al¬ 
tos niveis resultantes desses dois depressores do sistema 
nervoso central podem ser letais. Complicagoes seme- 
Ihantes surgem quando um individuo ingere dois farma¬ 
cos que sao inativados pela mesma enzima P-450; cada 
farmaco aumenta a dose efetiva da outra por reduzir sua 
inativagao. Em consequencia disso, e essencial para me¬ 
dicos e farmaceuticos conhecer sobre todos os medica- 
mentos e suplementos prescritos a um paciente (assim 
como conhecer o historico de alcoolismo, tabagismo ou 
exposigao a toxinas ambientais). 

As reagoes descritas neste capitulo catalisadas por 
oxidases de fungao mista sao aquelas envoMdas na des- 
saturagao de acil-CoA graxo (Figura 21-13), na sintese 
de leucotrienos (Figura 21-16), na sintese de plasmalo- 
genios (Figura 21-30), na conversao de esqualeno em 
colesterol (Figura 21-37) e na sintese de hormonios este¬ 
roides (Figura 21-49). 


acidos graxos essenciais para os mamiferos; eles de- 
vem ser obtidos dos vegetais presentes na dieta. Uma vez 
ingerido, o linoleato pode ser convertido em alguns outros 
acidos poli-insaturados, especialmente o y-linolenato, o 
eicosatrienoato e o araquidonato (eicosatetraenoato), e 
todos eles podem ser formados apenas a partir do linole¬ 
ato (Figura 21-12). 0 araquidonato, 20:4(A^’^’^^’^^) e um 
precursor essencial de lipideos regulatorios, os eicosanoi¬ 
des. Os acidos graxos de 20 carbonos sao sintetizados a 
partir do linoleato (e a-linolenato) por reagoes de alon- 
gamento de acidos graxos analogas aquelas descritas na 
pagina 842. 

Os eicosanoides sao formados a partir de acidos graxos 
poli-insaturados de 20 carbonos 

Os eicosanoides sao uma familia de moleculas de sinaliza- 
gao biologica muito potente que atuam como mensageiros 
de curta distancia, agindo sobre os tecidos proximos as ce- 
lulas que os produzem. Em resposta a hormonios ou a outro 
estimulo, a fosfolipase Ag, presente na maioria dos tipos de 
celulas de mamiferos, ataca os fosfolipideos de membrana, 
liberando araquidonato do carbono do meio do glicerol. As 
enzimas do RE liso, entao, convertem o araquidonato em 
prostaglandinas, iniciando com a formagao de prosta- 


glandina H 2 (PGHg), o precursor imediato de muitas outras 
prostaglandinas e de tromboxanos (Figura 21-15a). As 
duas reagoes que levam a PGHg sao catalisadas por uma 
enzima bifuncional, a cicloxigenase (COX), tambem 
chamada de prostaglandina H 2 -sintase. Na primeira das 
duas etapas, a atividade de cicloxigenase introduz oxigenio 
molecular convertendo araquidonato em PGGg. A segunda 
etapa, catalisada pela atividade de peroxidase da COX, con- 
verte PGGg em PGH 2 . 

Os mamiferos tern duas isoenzimas da prostaglandina 
H 2 -sintase, a COX-1 e a COX-2. Elas tern fungoes distintas, 
mas as sequencias de aminoacidos sao muito semelhantes 
(60 a 65% de identidade de sequencia) e mecanismos de 
reagao similares nos seus dois centros cataliticos. A COX-1 
e responsavel pela sintese das prostaglandinas que regulam 
a secregao da mucina gastrica, e a COX-2 pelas prostaglan¬ 
dinas que controlam inflamagao, dor e febre. 

A dor pode ser aliviada pela inibigao da COX-2. 0 pri- 
meiro farmaco amplamente comercializado com esse 


proposito foi a aspirina (acetilsalicilato; Figura 21-15b). 0 
nome aspirina (a de acetil e spir de Spirsaure, a palavra 
alema para os salicilatos preparados a partir da planta Spi¬ 
raea ulmaria') apareceu em 1899 quando o farmaco foi 
introduzido no mercado pela companhia Bayer. A aspirina 
inativa irreversivelmente a atividade de cicloxigenase das 
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FIGURA 21-15 A via "cfcMca" do araquidonato ate prostaglandinas 
e tronnboxanos. (a) Apos a liberapao do araquidonato dos fosfolipideos 
pela apao da enzima fosfolipase as atividades de cicloxigenase e peroxi¬ 
dase da COX (tambem chamada de prostaglandina H 2 -sintase) catalisam a 
produpao de PGH 2 , o precursor de outras prostaglandinas e tronnboxanos. 
(b)A aspirina inibe a primeira reapao da via, por acetilapao de urn residue 

duas isoenzimas da COX, por acetilar um residuo de Ser, 
bloqueando os sitios ativos dessas enzimas. Consequente- 
mente, a smtese de prostaglandinas e tromboxanos e inibi- 
da. 0 ibuprofeno, outro farmaco anti-inflamatorio nao es- 
teroide (AINE; Figura 21-15b) amplamente utilizado, inibe 
o mesmo par de enzimas. No entanto, a inibigao da COX-1 
pode resultar em efeitos colaterais indesejaveis como irri- 
tagao estomacal e condigoes ainda mais serias. Na decada 
de 1990, com a resolugao da estrutura cristalografica da 
COX-1 e da COX-2, foram desenvoMdos compostos AINE 


de Ser essencial na enzima. 0 ibuprofeno e o naproxeno inibem a mes- 
ma etapa, provavelmente por mimetizarem a estrutura do substrate ou 
um intermediario da reapao. (c) Os inibidores especificos da cicloxigenase 
COX-2 desenvolvidos para o alivio da dor (vertexto). 0 Vioxx foi retirado do 
mercado em 2004, e Bextra em 2005, devido aos seus efeitos colaterais no 
sistema cardiovascular. 

com maior especificidade para a COX-2, para uso em tera- 
pias avangadas de dores graves. Tres desses farmacos fo¬ 
ram aprovados para uso em todo mundo: rofecoxibe (Vio¬ 
xx) , valdecoxibe (Bextra) e celecoxibe (Celebrex) (Figura 
21-15c). Langados no final da decada de 1990, os novos 
compostos foram, inicialmente, um sucesso para as indus- 
trias farmaceuticas que os produziam. No entanto, o entu- 
siasmo tornou-se preocupagao quando artigos cientificos e 
estudos clmicos ligaram o uso dos farmacos ao aumento 
no risco de ataque cardiaco e acidente vascular cerebral. 
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As razoes para o problema ainda nao estao claras, mas al- 
guns pesquisadores especulam que os inibidores da COX-2 
alteram o delicado balango entre a produgao do hormonio 
prostaciclina, que dilata os vasos sangumeos, previne a 
coagulagao sangumea e e reduzida pelos inibidores da 
COX-2, e a produgao de tromboxanos, gerados pela via en- 
volvendo a COX-1, que ajuda a formar coagulos sangui- 
neos. 0 Vioxx foi retirado do mercado em 2004, e o Bextra 
foi retirado logo apos. Desde o inicio de 2012, o Celebrex 
ainda esta no mercado, mas esta sendo usado com cuidado 
aumentado. 

A tromboxano-sintase, presente nas plaquetas san- 
guineas (trombocitos), converte PGHg em tromboxano 
Ag, do qual outros tromboxanos sao derivados (Figura 
21-15a). Os tromboxanos induzem a constrigao dos vasos 
sangumeos e a agregagao plaquetaria, etapas iniciais na 
coagulagao sangumea. Baixas doses de aspirina ingeridas 
regularmente reduzem a probabilidade de ataques cardia- 
cos e de acidentes vasculares cerebrals pela redugao da 
produgao de tromboxanos. ■ 

Os tromboxanos, como as prostaglandinas, contem um 
anel de cinco ou seis atomos; a via a partir do araquidonato 
que leva a essas duas classes de compostos e, algumas ve- 
zes, chamada de via “ciclica”, para distingui-la da via linear 
que leva do araquidonato aos leucotrienos, que sao com¬ 
postos lineares (Figura 21-16). A sintese dos leucotrienos 
inicia com a agao de diversas lipoxigenases que catalisam a 
incorporagao do oxigenio molecular ao araquidonato. Essas 
enzimas, encontradas em leucocitos, no coragao, no cere- 
bro, nos pulmoes e no bago, sao oxidases de fungao mista 
da familia do citocromo P-450 (Quadro 21-1). Os diversos 
leucotrienos diferem na posigao do grupo peroxido introdu- 
zido pelas lipoxigenases. Essa via linear a partir do araqui¬ 
donato, ao contrario da via ciclica, nao e inibida pela aspiri¬ 
na ou outros compostos AINE. 

Os vegetais tambem produzem importantes moleculas 
de sinalizagao a partir dos acidos graxos. Como nos animals, 
uma etapa-chave na iniciagao da sinalizagao envolve a ativa- 
gao de uma fosfolipase especifica. Em plantas, o acido graxo 
liberado e que funcionara como substrato e o a-linolenato. 
Uma lipoxigenase catalisa, entao, a primeira etapa de uma 


via que converte linolenato em jasmonato, uma substancia 
conhecida por ter fungao de sinalizagao na defesa contra 
insetos, na resistencia a patogenos fungicos e na maturagao 
do polen. 0 jasmonato (ver Figura 12-33) tambem interfere 
na germinagao das sementes, no crescimento das raizes e 
no desenvoMmento dos frutos e das sementes. 

RESUMO 21.1 Biossmtese de kidos graxos e eicosanoides 

► Os acidos graxos saturados de cadeia longa sao sinteti- 
zados a partir de acetil-CoA por um sistema citosolico 
de seis atividades enzimaticas e uma proteina trans- 
portadora de grupos acila (ACP). Existem dois tipos de 
enzimas acido graxo-sintase. A AGS I, encontrada em 
vertebrados e fungos, consiste em polipeptideos multi- 
funcionais. A AGS II e um sistema dissociado, encontra- 
do em bacterias e plantas. Ambas contem dois tipos de 
grupos —SH (fornecido pela fosfopanteteina da ACP, o 
outro por um residuo de Cys da j8-cetoacil-ACP-sintase) 
que funcionam como transportadores de intermediaries 
acil graxo. 

► Malonil-ACP, formado a partir de acetil-CoA (transpor- 
tada para fora da mitocondria) e COg, condensa-se com 
o grupo acetil ligado ao —SH da Cys, gerando acetoa- 
cetil-ACP, com a liberagao de COg. Esta etapa e seguida 
por redugao do derivado D-jS-hidroxiacila, desidratagao 
produzindo ^rarz.s-A^-acil-ACP insaturada e redugao a 
butiril-ACP. NADPH e o deader de eletrons para ambas 
as redugoes. A sintese dos acidos graxos e regulada na 
etapa de formagao de malonil-CoA. 

► Mais seis moleculas de malonil-ACP reagem sucessi- 
vamente na extremidade carboxila da cadeia do acido 
graxo em crescimento, formando palmitoil-ACP - o pro- 
duto final da reagao da acido graxo-sintase. 0 palmitato 
livre e liberado por hidrolise. 

► 0 palmitato pode ser alongado a estearato, com 18 car- 
bonos. Palmitato e estearato podem ser dessaturados, 
gerando palmitoleato e oleato, respectivamente, pela 
agao de oxidases de fungao mista. 



Araquidonato 



Outros leucotrienos | etapas 

Leucotrieno A4 —> LTC4 —> LTD4 
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FIGURA 21-16 A via"linear"do araquidonato ate os leucotrienos. 
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► Os mamiferos nao podem sintetizar linoleato e devem 
obte-lo a partir de fontes vegetais; eles convertem o li¬ 
noleato exogeno em araquidonato, o composto precur- 
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21.2 Biossmtese de triacilglicerois 

A maior parte dos acidos graxos sintetizados on ingeridos 
por um organismo possui um de dois destines: a incorpo- 
ragao em triacilglicerois para o armazenamento de energia 
metabolica on a incorporagao nos componentes fosfolipidi- 
cos da membrana. A divisao entre esses destines alternati¬ 
ves depende das necessidades momentaneas do organismo. 
Durante o crescimento rapido, a sintese de novas mem- 
branas requer a produgao de fosfolipideos de membrana; 
quando um organismo dispoe de suprimento abundante de 
alimento, mas nao esta crescendo ativamente, ele desvia a 
maior parte dos acidos graxos para a sintese das gorduras 
de reserva. As duas vias iniciam no mesmo ponto: a forma- 
gao de esteres acil graxo de glicerol. Esta segao estuda a 
formagao de triacilglicerois e a sua regulagao, bem como a 
produgao de glicerol-3-fosfato no processo de gliceroneo- 
genese. 

Os triacilglicerois e os glicerofosfolipideos sao 
sintetizados a partir dos mesmos precursores 
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Os animais sao capazes de sintetizar e estocar grandes 
quantidades de triacilglicerois, para serem utilizados poste- 
riomente como combustivel (ver Quadro 17-1). Os humanos 
estocam apenas algumas centenas de gramas de glicogenio 
no figado e nos musculos, quantidade suficiente apenas 
para suprir as necessidades energeticas do corpo por 12 
boras. Por outro lado, a quantidade total de triacilglicerol 
armazenado em um homem de 70 kg de constituigao media 
e de cerca de 15 kg, o suficiente para suprir as necessidades 
energeticas basais por aproximadamente 12 semanas (ver 
Tabela 23-5). Os triacilglicerois dispoem do maior conteudo 
energetico de todos os nutrientes estocados - mais de 38 
kJ/g. Sempre que os carboidratos sao ingeridos em excesso 
a capacidade de armazenamento de glicogenio, esse exces¬ 
so e convertido em triacilglicerois e armazenado no teci- 
do adiposo. Os vegetais tambem sintetizam triacilglicerois 
como combustivel rico em energia e eles sao armazenados, 
principalmente, nos frutos, nas nozes e nas sementes. 

Nos tecidos animais, os triacilglicerois e os glicerofosfo¬ 
lipideos, como a fosfatidiletanolamina, compartilham dois 
precursores (acil-CoA graxo e L-glicerol-3-fosfato) e diversas 
etapas biossinteticas. A grande maioria do glicerol-3-fosfato 
e derivada do intermediario glicolitico di-hidroxiacetona- 
-fosfato (DHAP) pela agao da glicerol-3-fosfato-desidro- 
genase citosolica ligada ao NAD; no figado e nos rins, uma 
pequena parte do glicerol-3-fosfato tambem e produzida a 
partir do glicerol pela agao da glicerol-cinase (Figura 21- 
17). Os outros precursores dos triacilglicerois sao acil-CoA 
graxos, formadas a partir dos acidos graxos pelas acil-CoA- 
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FIGURA 21-17 Biossmtese do acido fosfatidico. Um grupo acil graxo 
e ativado pela formagao de acil-CoA graxo, sendo entao transferido para 
uma ligagao ester com o L-glicerol-3-fosfato, formado em qualquer uma das 
duas vias mostradas. 0 acido fosfatidico esta mostrado aqui com a estereo- 
quimica correta no C-2 da molecula do glicerol. (0 produto intermediario 
com apenas um grupo acil-graxo esterificado e o acido lisofosfatidico). Para 
economizar espago nas figuras subsequentes (e na Figura 21-14), ambos os 
grupos acil graxos dos glicerofosfolipideos e todos os tres grupos acila dos 
triacilglicerois sao mostrados projetando-se para a direita. 
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-sintetases, as mesmas enzimas responsaveis pela ativagao 
dos acidos graxos na j8-oxidagao (ver Figura 17-5). 

A primeira etapa na biossmtese dos triacilglicerois e 
a acilagao dos dois gmpos hidroxila livres do L-glicerol-3- 
-fosfato, por duas moleculas de acil-CoA graxo, gerando 
diacilglicerol-3-fosfato, mais comumente chamado de 
acido fosfatidico on fosfatidato (Figura 21-17). 0 acido 
fosfatidico esta presente apenas em quantidades muito pe- 
quenas na celula, mas e um intermediario central na bios¬ 
smtese dos lipideos; ele pode ser convertido tanto em um 
triacilglicerol quanto em um glicerofosfolipideo. Na via de 
sintese de triacilglicerois, o acido fosfatidico e hidrolisado 
pela acido fosfatidico-fosfatase (tambem chamado li- 
pina), formando 1,2-diacilglicerol (Figura 21-18). Os dia- 
cilglicerois sao, entao, convertidos em triacilglicerois por 
transesterificagao com um terceiro acil-CoA graxo. 

A biossmtese de triacilglicerois nos animais e regulada 
por hormonios 

Em humanos, a quantidade de gordura corporea permanece 
relativamente constante por longos periodos, embora pos- 
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FIGURA 21-18 O acido fosfatidico na biossmtese de lipideos. 0 acido 
fosfatidico e o precursor tanto dos triacilglicerois quanto dos glicerofosfoli- 
pideos. Os mecanismos para a ligagao do grupo polar durante a sintese dos 
fosfolipideos serao descritos posteriormente nesta segao. 


sam ocorrer pequenas variagoes em curto espago de tempo, 
a medida que a ingestao calorica flutua. Os carboidratos, as 
gorduras on as proteinas ingeridos em excesso a necessida- 
de energetica sao armazenados na forma de triacilglicerois, 
que podem ser mobilizados para o fornecimento de energia, 
capacitando o organismo a suportar periodos de jejum. 

A biossmtese e a degradagao dos triacilglicerois sao 
reguladas de modo que a via favorecida depende das 


fontes metabolicas e das necessidades a um dado momento. 
A velocidade da biossmtese dos triacilglicerois e profunda- 
mente alterada pela agao de diversos hormonios. A insulina, 
por exemplo, promove a conversao de carboidrato em tria¬ 
cilglicerois (Figura 21-19). Pessoas com diabetes melito 
grave, devido a falha na secregao on na agao da insulina, 
alem de nao serem capazes de utilizar glicose de modo 
apropriado, falham tambem em sintetizar acidos graxos a 
partir de carboidratos on aminoacidos. Se o diabetes nao e 
tratado, essas pessoas apresentam velocidade aumentada 
na oxidagao de gorduras e na formagao de corpos cetonicos 
(Capitulo 17) e, portanto, perdem peso. ■ 

Um fator adicional no balango entre biossmtese e de¬ 
gradagao de triacilglicerois e que cerca de 75% de todos 
os acidos graxos liberados pela lipolise sao reesterifica- 
dos, formando triacilglicerois, em vez de serem utiliza- 
dos como combustivel. Essa relagao persiste mesmo em 
condigoes de jejum, quando o metabolismo energetico e 
desviado da utilizagao de carboidratos para a oxidagao de 
acidos graxos. Parte dessa reciclagem dos acidos graxos 
acontece no tecido adiposo, com a reesterificagao ocor- 
rendo antes da liberagao na corrente sangumea; parte 
ocorre em um ciclo sistemico, pelo qual os acidos graxos 
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FIGURA 21-19 Regula^ao da smtese de triacilglicerois pela insulina. 

A insulina estimula a conversao dos carboidratos e das proteinas da dieta 
em gordura. As pessoas com diabetes melito precisam de insulina ou sao 
insensiveis a ela. Isso resulta em diminuigao da sintese de acidos graxos, e 
a acetil-CoA proveniente do catabolismo dos carboidratos e das proteinas 
e desviada para a produgao de corpos cetonicos. Pessoas com cetose grave 
exalam cheiro de acetona, de modo que essa condigao e, as vezes, confundi- 
da com embriaguez (p. 959). 






































850 DAVID L. NELSON & MICHAEL M. COX 


livres sao transportados ao figado, reciclados em triacilgli- 
cerois, exportados mais uma vez para o sangue (o trans- 
porte de lipideos no sangue e discutido na Segao 21.4) 
e captados novamente pelo tecido adiposo apos sua libe- 
ragao a partir dos triacilglicerois pela lipase lipoproteica 
extracelular (Figura 21-20; ver tambem Figura 17-1). 0 
fluxo por esse ciclo dos triacilglicerois, entre o tecido 
adiposo e o figado, pode ser bastante lento quando outros 
combustiveis estao disponiveis e a liberagao dos acidos 
graxos do tecido adiposo e limitada, mas, como descrito 
anteriormente, a proporgao de acidos graxos liberados 
que sao reesterificados permanece mais on menos cons- 
tante em cerca de 75% em todas as condigoes metabo- 
licas. Assim, o nivel de acidos graxos livres no sangue 
reflete tanto a velocidade de liberagao dos acidos graxos 
quanto o balango entre a sintese e a degradagao dos tria¬ 
cilglicerois no tecido adiposo e no figado. 

Quando a mobilizagao dos acidos graxos e necessaria 
para satisfazer as necessidades energeticas, sua liberagao 
do tecido adiposo e estimulada pelos hormonios glucagon 
e adrenalina (ver Figuras 17-3 e 17-13). Simultaneamente, 
esses sinais hormonais diminuem a velocidade da glicolise e 
aumentam a velocidade da gliconeogenese no figado (pro- 
vendo glicose para o encefalo, como descrito de forma mais 
elaborada no Capitulo 23). 0 acido graxo liberado e capta- 
do por diversos tecidos, incluindo os musculos, onde ele e 
oxidado para a geragao de energia. A maior parte do acido 
graxo captado pelo figado nao e oxidada, mas e reciclada a 
triacilglicerol e retorna ao tecido adiposo. 

A fungao do aparentemente ciclo futil do triacilglicerol 
(ciclos futeis sao discutidos no Capitulo 15) nao e bem com- 
preendida. No entanto, emergem algumas possibilidades a 
medida que se aprende mais a respeito de como o ciclo do 



FIGURA 21-20 O ciclo do triacilglicerol. Em mamiferos, as moleculas de 
triacilglicerol sao degradadas e ressintetizadas em urn ciclo do triacilglicerol 
durante o jejum. Parte dos acidos graxos liberados pela lipolise dos triacil¬ 
glicerois no tecido adiposo passa para a corrente sanguinea e o restante e 
utilizado para ressintetizar triacilglicerol. Parte dos acidos graxos liberados no 
sangue e utilizada para fornecer energia (p. ex., no musculo), e parte e cap- 
tada pelo figado e utilizada para a sintese de triacilglicerois. 0 triacilglicerol 
formado no figado e transportado pelo sangue de volta ao tecido adiposo, 
onde os acidos graxos sao liberados pela lipase lipoproteica extracelular, 
captados pelos adipocitos e reesterificados em triacilglicerois. 


triacilglicerol e mantido pelo metabolismo em dois orgaos 
distintos e como ele e regulado de forma coordenada. Por 
exemplo, o excesso da capacidade do ciclo do triacilglicerol 
(o acido graxo reconvertido a triacilglicerol e nao oxidado 
como combustivel) poderia representar uma reserva de 
energia na corrente sanguinea durante o jejum, a qual seria 
mais rapidamente mobilizada em uma emergencia do tipo 
“luta ou fuga” do que a mobilizagao da energia armazenada 
na forma de triacilglicerol. 

A reciclagem constante dos triacilglicerois no tecido 
adiposo, mesmo durante o jejum, faz surgir uma segunda 
pergunta: qual e a fonte do glicerol-3-fosfato necessario 
para esse processo? Como descrito anteriormente, a gli¬ 
colise e inibida nessas condigoes pela agao do glucagon e 
da adrenalina, de modo que pouco DHAP esta disponivel, 
e o glicerol liberado durante a lipolise nao pode ser direta- 
mente convertido em glicerol-3-fosfato no tecido adiposo, 
ja que essas celulas nao possuem a enzima glicerol-cinase 
(Figura 21-17). Assim, como e produzida uma quantidade 
suficiente de glicerol-3-fosfato? A resposta esta em uma 
via descoberta ha mais de tres decadas, mas que recebeu 
pouca atengao ate recentemente, uma via intimamente li- 
gada ao ciclo do triacilglicerol e, em sentido mais amplo, 
ao balango entre o metabolismo dos acidos graxos e dos 
carboidratos. 

0 tecido adiposo gera glicerol-3-fosfato por meio da 
gliceroneogenese 

A gliceroneogenese e uma versao mais curta da gliconeo¬ 
genese, partindo de piruvato a DHAP (ver Figura 14-17), 
seguindo-se a conversao de DHAP em glicerol-3-fosfato 
pela enzima citosolica glicerol-3-fosfato-desidrogenase li- 
gada ao NAD (Figura 21-21). Depois, o glicerol-3-fosfato 
e utilizado na sintese de triacilglicerol. A gliceroneogenese 
foi descoberta na decada de 1960 por Lea Reshef, Richard 
Hanson e John Ballard e, simultaneamente, por Eleazar 
Shafrir e colaboradores, que estavam intrigados com a pre- 
senga de duas enzimas gliconeogenicas, a piruvato-carboxi- 
lase e a fosfoenolpiruvato (PEP) carboxicinase, no tecido 
adiposo, onde a glicose nao e sintetizada. Apos um longo 
periodo de desatengao, o interesse nessa via foi renovado 
pela demonstragao de uma ligagao entre a gliceroneogene¬ 
se e o diabetes tipo 2, como sera visto. 

A gliceroneogenese desempenha multiplas fungoes. No 
tecido adiposo, a gliceroneogenese, acoplada a reesteri- 
ficagao dos acidos graxos livres, controla a velocidade de 
liberagao dos acidos graxos no sangue. No tecido adiposo 
marrom, a mesma via pode controlar a velocidade pela qual 
os acidos graxos livres sao enviados para a mitocondria para 
utilizagao na termogenese (ver Figura 19-36). Nos seres 
humanos em jejum, a gliceroneogenese no figado, sozinha, 
responde pela sintese de glicerol-3-fosfato suficiente para 
a reesterificagao de ate 65% dos acidos graxos em triacil¬ 
glicerol. 

0 fluxo pelo ciclo do triacilglicerol entre o figado e o 
tecido adiposo e controlado em um grau elevado pela ati- 
vidade da PEP-carboxicinase, a qual limita a velocidade 
de ambas, da gliconeogenese e da gliceroneogenese. Os 
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FIGURA 21-21 Gliceroneogenese. A via e, essencialmente, uma versao 
abreviada da gliconeogenese, partindo do piruvato ate di-hidroxiacetona a 
fosfato (DHAP), seguindo-se a conversao de DHAP em glicerol-3-fosfato, uti- 
lizado para a sintese dos triacilglicerois. 


hormonios glicocorticoides, como o cortisol (esteroide bio- 
logico derivado do colesterol; ver Figura 21-48) e a dexa- 
metasona Cglicocorticoide sintetico), regulam os niveis de 
PEP-carboxicinase reciprocamente, no figado e no tecido 
adiposo. Atuando nos receptores de glicocorticoides, esses 
hormonios esteroides aumentam a expressao do gene que 
codifica a PEP-carboxicinase no figado, aumentando a gli¬ 
coneogenese e a gliceroneogenese (Figura 21-22). 



A estimulagao da gliceroneogenese leva a um aumen- 
to na smtese de moleculas de triacilglicerol no figado e a 
sua liberagao na corrente sanguinea. Ao mesmo tempo, no 
tecido adiposo, os glicocorticoides suprimem a expressao 
do gene que codifica a PEP-carboxicinase, o que resulta 
em um decrescimo na gliceroneogenese no tecido adiposo. 
Como resultado, ocorre a diminuigao da reciclagem dos aci- 
dos graxos, e mais acidos graxos livres sao liberados no san- 
gue. Assim, a gliceroneogenese e regulada reciprocamente 
no figado e no tecido adiposo, afetando o metabolismo dos 


(a) 



(b) 



FIGURA 21-22 Regula^ao da gliceroneogenese. (a) Os hormonios gli¬ 
cocorticoides estimulam a gliceroneogenese e a gliconeogenese no figado, 
enquanto suprimem a gliceroneogenese no tecido adiposo (pela regulapao 
reciproca do gene que expressa a PEP-carboxicinase [PEPCK] nos dois te- 
cidos), aumentando o fluxo pelo cicio do triacilglicerol. 0 glicerol formado 
pela degradaqao dos triacilglicerois no tecido adiposo e liberado no sangue 
e transportado para o figado, onde e convertido, principalmente, em glicose, 
embora parte seja convertida em glicerol-3-fosfato pela glicerol-cinase. (b) 
Uma classe de farmacos chamados de tiazolidinedionas atualmente e utiliza- 
da no tratamento do diabetes tipo 2. Nessa doenqa, os altos niveis de acidos 
graxos livres no sangue interferem com a utilizaqao da glicose nos musculos 
e promovem resistencia a insulina. As tiazolidinedionas ativam um recep¬ 
tor nuclear chamado de receptor ativado por proliferador do peroxissomo 
y (PPAR-y), que induz a atividade da PEP-carboxicinase. Terapeuticamente, 
as tiazolidinedionas elevam a velocidade da gliceroneogenese, aumentando 
a sintese de triacilglicerol no tecido adiposo e reduzindo a quantidade de 
acido graxo livre na corrente sanguinea. 
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lipideos de formas opostas: uma menor velocidade da glice- 
roneogenese no tecido adiposo leva a uma maior liberagao 
de acidos graxos (e nao reciclagem), enquanto uma alta ve¬ 
locidade no figado leva a uma maior sintese e exportagao 
dos triacilglicerois. 0 resultado liquido e um aumento no 
fluxo por meio do ciclo dos triacilglicerois. Quando os gli- 
cocorticoides nao estao mais presentes, o fluxo pelo ciclo 
diminui, ja que a expressao da PEP-carboxicinase aumenta 
no tecido adiposo e diminui no figado. 


As tiazolidinedionas tratam o diabetes tipo 2 
aumentando a gliceroneogenese 

A recente atengao dada a gliceroneogenese surgiu, 
em parte, da ligagao entre esta via e o diabetes. Os 


T 


altos niveis de acidos graxos livres no sangue interferem 
com a utilizagao da glicose nos musculos e promovem a 
resistencia a insulina, que leva ao diabetes tipo 2. Uma 
nova classe de farmacos, chamada de tiazolidinedionas, 
reduz os niveis dos acidos graxos circulantes no sangue e 
aumenta a sensibilidade a insulina. As tiazolidinedionas 
promovem a indugao da PEP-carboxicinase no tecido adi¬ 
poso (Figura 21-22), levando ao aumento na sintese dos 
precursores da gliceroneogenese. Portanto, o efeito tera- 
peutico das tiazolidinedionas e devido, pelo menos em 
parte, ao aumento na gliceroneogenese, que, por sua vez, 
aumenta a sintese de triacilglicerois no tecido adiposo e 
reduz a liberagao de acidos graxos livres do tecido adiposo 
para a corrente sanguinea. Os beneficios de um desses far¬ 
macos, a rosiglitazona (Avandia), sao contrapostos, em 
parte, pelo aumento do risco de ataque cardiaco, por moti- 
vos ainda nao esclarecidos. A avaliagao desse farmaco con- 
tinua e ele esta disponivel apenas por um sistema de dis- 
tribuigao restrito. 
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RESUMO 21.2 Biossmtese de triacilglicerois 

► Os triacilglicerois sao formados pela reagao de duas 
moleculas de acil-CoA graxo com glicerol-3-fosfato, 
formando acido fosfatidico; esse produto e desfosfori- 
lado a um diacilglicerol e, entao, acilado por uma ter- 
ceira molecula de acil-CoA graxo para gerar um triacil- 
glicerol. 

► A sintese e a degradagao dos triacilglicerois sao regula- 
das por hormonios. 


► A mobilizagao e a reciclagem das moleculas de tria- 
cilglicerol resultam em um ciclo do triacilglicerol. Os 
triacilglicerois sao sintetizados novamente a partir de 
acidos graxos livres e glicerol-3-fosfato, mesmo duran¬ 
te o jejum. A di-hidroxiacetona-fosfato, precursora do 
glicerol-3-fosfato, e derivada do piruvato via glicerone¬ 
ogenese. 


21.3 Biossmtese de fosfoMpi'deos de membrana 

No Capitulo 10, foram apresentadas as duas principais clas¬ 
ses de fosfolipideos de membrana: glicerofosfolipideos e 
esfingolipideos. Muitas especies diferentes de fosfolipideos 
podem ser construidas pela combinagao de diversos acidos 
graxos e grupos que funcionam como cabegas polares utili- 
zando o esqueleto de glicerol ou de esfingosina (ver Figuras 
10-9 e 10-13). Todas as vias biossinteticas seguem alguns 
padroes basicos. Em geral, a formagao dos fosfolipideos a 
partir de precursores simples requer (1) sintese da mole- 
cula-esqueleto (glicerol ou esfingosina); (2) acoplamento 
do(s) acido (s) graxo (s) ao esqueleto por meio de uma liga¬ 
gao ester ou amida; (3) adigao de um grupo hidrofilico ao 
esqueleto por uma ligagao fosfodiester; e, em alguns cases, 
(4) alteragao ou troca do grupo polar, gerando o produto 
final fosfolipidico. 

Em celulas eucarioticas, a sintese dos fosfolipideos 
ocorre principalmente sobre a superficie do RE liso e da 
membrana interna da mitocondria. Alguns fosfolipideos 
recem-formados permanecem no local de sintese, mas a 
maior parte e destinada para outras localizagoes celulares. 
0 processo pelo qual os fosfolipideos insoluveis em agua 
movem-se do local de sintese para o ponto onde irao de- 
sempenhar suas fungoes nao esta totalmente conhecido, 
mas serao discutidos alguns mecanismos que emergiram 
em estudos recentes. 

As celulas dispoem de duas estrategias para o 
acoplamento dos grupos polares dos fosfolipideos 

As primeiras etapas na sintese dos glicerofosfolipideos sao 
compartilhadas com a via de sintese dos triacilglicerois (Fi¬ 
gura 21-17): dois grupos acil graxo sao esterificados no C-1 
e no C-2 do L-glicerol-3-fosfato, formando acido fosfatidico. 
Comumente, mas nao invariavelmente, o acido graxo em 
C-1 e saturado e aquele em C-2 e insaturado. Uma segunda 
via de sintese do acido fosfatidico e a fosforilagao de um 
diacilglicerol por uma cinase especifica. 

0 grupo polar dos glicerofosfolipideos e unido por meio 
de uma ligagao fosfodiester, em que cada uma das duas hi- 
droxilas alcoolicas (uma no grupo polar e a outra no C-3 
do glicerol) forma um ester com o acido fosforico (Figu¬ 
ra 21-23). No processo biossintetico, uma das hidroxilas 
e, primeiramente, ativada pela ligagao a um nucleotideo, 
a citidina-difosfato (CDP). A citidina-monofosfato (CMP) 
e, entao, deslocada por um ataque nucleofilico da outra hi- 
droxila (Figura 21-24). A CDP e acoplada ao diacilglice¬ 
rol, formando o acido fosfatidico ativado CDP-diacilglice- 
rol (estrategia 1) ou ao hidroxil do grupo polar (estrategia 
2). As celulas eucarioticas utilizam ambas as estrategias. 



PRINCIPIOS DE BlOQUIMICA DE LEHNINGER 853 


O 


CH 2 —O—C— 
O 


Diacilglicerol CH — O—C—O 


CHo— OH, HO— P— OH HO — 


I 

O" 


HoO 



Grupo 

polar 


Acido 

fosforico 




O 

CH 2 —O—C— 
O 

CH—O—C— 
O 



Fosfodiester 

Glicerofosfolipideo 


FIGURA 21-23 Liga^ao do grupo polar. 0 grupo polar do fosfolipideo 
e acoplado ao diacilglicerol por meio de uma ligapao fosfodiester, formada 
quando o acido fosforico e condensado com dois alcoois, eliminando duas 
moleculas de Hp. 


enquanto as bacterias utilizam apenas a primeira. A impor- 
tancia central dos nucleotideos de citidina na biossmtese 
dos lipideos foi descoberta por Eugene P. Kennedy no im- 
cio da decada de 1960, e essa via e comumente chamada de 
a Via Kennedy. 

A smtese dos fosfolipi'deos em E. coli utiliza 
CDP-diacilglicerol 

A primeira estrategia para o acoplamento do grupo polar e 
ilustrado pela smtese de fosfatidilserina, fosfatidiletanola- 
mina e fosfatidilglicerol emE. coli. 0 diacilglicerol e ativado 
por condensagao do acido fosfatidico com citidina-trifosfato 
(CTP), formando CDP-diacilglicerol, com a eliminagao de 
pirofosfato (Figura 21-25). 0 deslocamento de CMP por 
meio do ataque nucleofilico efetuado pelo grupo hidroxila 
da serina on pela hidroxila em C-1 do glicerol-3-fosfato gera 
fosfatidilserina on fosfatidilglicerol-3-fosfato, respecti- 
vamente. 0 ultimo sofre um processamento adicional pela 
clivagem do fosfato monoester (com a liberagao de P^), ge- 
rando fosfatidilglicerol. 

Fosfatidilserina e fosfatidilglicerol podem funcionar 
como precursores de outros lipideos de membrana em bac¬ 
terias (Figura 21-25). A descarboxilagao da porgao serina da 
fosfatidilserina, catalisada pela fosfatidilserina-descarboxila- 
se, gera fosfatidiletanolamina. EmE. coli, a condensagao 
de duas moleculas de fosfatidilglicerol, com a eliminagao de 
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FIGURA 21-24 Duas estrategias gerais para a forma^ao da liga^ao 
fosfodiester dos fosfolipi'deos. Em ambos os casos, CDP fornece o grupo 
fosfato da ligaqao fosfodiester. 
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FIGURA 21-25 Origem dos grupos polares dos fosfolipf- 
deos em E co/i. Inicialmente, urn grupo (serina ou glicerol-3- 
-fosfato) e acoplado por meio de urn intermediario CDP-diacil- 
glicerol (estrategia 1 na Figura 21-24). Para outros fosfolipideos, 
que nao a fosfatidilserina, o grupo polar e modificado, como 
mostrado aqui. Nos nomes das enzimas, PG representa fosfati¬ 
dilglicerol; PS, fosfatidilserina. 
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FIGURA 21-26 Smtese de cardiolipina e fosfatidilinositol 
em eucariotos. Estes glicerofosfolipideos sao sintetizados 
usando a estrategia 1 da Figura 21-24.0 fosfatidilglicerol e sin- 
tetizado como nas bacterias (ver Figura 21-25). PI representa 
fosfatidilinositol. 
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um glicerol, forma a cardiolipina, em que dois diacilglice- 
rois sao ligados por meio de uma cabega polar em comum. 

Os eucariotos sintetizam fosfolipideos anidnicos a partir 
de CDP-diacilglicerol 

Nos eucariotos, fosfatidilglicerol, cardiolipina e fosfatidili¬ 
nositol (todos fosfolipideos anidnicos; ver Figura 10-9) sao 
sintetizados pela mesma estrategia utilizada para a smtese 
dos fosfolipideos em bacterias. 0 fosfatidilglicerol e forma- 
do exatamente como nas bacterias. A sintese da cardiolipi¬ 
na em eucariotos e um pouco diferente: o fosfatidilglicerol 
condensa-se com CDP-diacilglicerol (Figura 21-26), e nao 
com outra molecula de fosfatidilglicerol, como em E. coli 
(Figura 21-25). 

0 fosfatidilinositol e sintetizado pela condensagao de 
CDP-diacilglicerol com inositol (Figura 21-26). Fosfatidi- 
linositol-cinases especificas convertem entao o fosfatidi¬ 
linositol em sens derivados fosforilados. 0 fosfatidilinositol 
e sens produtos fosforilados localizados na membrana plas- 
matica exercem fungao central na transdugao de sinal em 
eucariotos (ver Figuras 12-10 e 12-16). 


As vias eucarioticas para smtese de fosfatidilserina, 
fosfatidiletanolamina e fosfatidilcolina sao 
inter-relacionadas 

As leveduras, assim como as bacterias, sao capazes de 
produzir fosfatidilserina pela condensagao de CDP-diacil¬ 
glicerol e serina e podem sintetizar fosfatidiletanolamina 
a partir de fosfatidilserina em uma reagao catalisada pela 
fosfatidilserina-descarboxilase (Figura 21-27). A fosfati¬ 
diletanolamina pode ser convertida em fosfatidilcolina 
(lecitina) pela adigao de tres grupos metila ao seu grupo 
amino; A-adenosilmetionina e o grupo doador de metila (ver 
Figura 18-18) para todas as tres reagoes de metilagao. As 
vias de smtese de fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina em 
leveduras estao resumidas na Figura 21-28. Essas vias sao 
as principais fontes de fosfatidiletanolamina e fosfatidilcoli¬ 
na em todas as celulas eucarioticas. 

Nos mamiferos, a fosfatidilserina nao e sintetizada a 
partir de CDP-diacilglicerol; em vez disso, ela e derivada da 
fosfatidiletanolamina ou da fosfatidilcolina por meio da rea¬ 
gao de troca do grupo polar; tal troca pode ocorrer por um 
de dois processos, que ocorrem no RE (Figura 21-29a). A 
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FIGURA 21-27 A principal via partindo de 
fosfatidilserina ate fosfatidiletanolami¬ 
na e fosfatidilcolina em todos os eucario- 
tos. AdoMet representa S-adenosilmetionina; 
adoHcy, S-adenosilomocisteina. 
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FIGURA 21-28 Resumo das vias de smtese dos principals fosfolipideos e triacilglicerideos em 
eucarioticos (leveduras). 0 acido fosfatidico e formado por transacetilapao do L-glicerol-3-fosfato 
com dois grupos acil-graxo doados por acil-CoA graxo. A enzima acido fosfatidico-fosfatase (lipina) con- 
verte o acido fosfatidico em diacilglicerol, que na via Kennedy condensa-se com o grupo cabepa ativado 
por CDP (etanolamina ou colina) para formar fosfatidiletanolamina ou fosfatidilcolina. Alternativamente, 
o acido fosfatidico pode ser ativado com a porpao CDP, que e deslocada pela condensapao com o grupo 
cabepa - inositol, glicerol-3-fosfato ou serina, formando fosfatidilinositol, fosfatidilglicerol ou fosfatidilse¬ 
rina. A descarboxilapao de fosfatidilserina gera fosfatidiletanolamina e a metilapao de fosfatidiletanola¬ 
mina produz fosfatidilcolina. Nao estao mostradas aqui as reapoes de troca de grupo cabepa (ver Figura 
21 -29a) que interconverte fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina e fosfatidilcolina em mamiferos. 0 acido 
lisofosfatidico e o acido fosfatidico faltando urn dos dois grupos acil-graxo. 


de fosfatidiletanolamina (com 5'-adenosilmetionina, como 
descrito anteriormente), mas em todos os outros tecidos 
a fosfatidilcolina e produzida apenas por condensagao de 
diacilglicerol e CDP-colina. 

A smtese de plasmalogenio requer a forma^ao de urn 
alcool graxo unido por liga^ao eter 


sintese de fosfatidiletanolamina e fosfatidilcolina nos ma¬ 
miferos ocorre pela estrategia 2 da Figura 21-24: fosforila- 
gao e ativagao do grupo polar, seguidos pela condensagao 
com diacilglicerol. Por exemplo, a colina e reutilizada (“via 
de salvagao”) por fosforilagao, seguida de conversao em 
CDP-colina pela condensagao com CTP Um diacilglicerol 
desloca CMP da CDP-colina, produzindo fosfatidilcolina 
(Figura 21-29b). Uma via de salvagao analoga converte a 
etanolamina obtida na dieta em fosfatidiletanolamina. No 
figado, fosfatidilcolina tambem e produzida pela metilagao 


A via biossintetica dos eter-lipideos, incluindo os plasma- 
logenios e o fator ativador de plaquetas (ver Figura 
10-10), envolve o deslocamento de um grupo acil graxo es- 
terificado por um alcool de cadeia longa para formar a liga- 
gao eter (Figura 21-30). Segue-se a ligagao do grupo polar 
do lipideo, por mecanismos essencialmente iguais aqueles 
utilizados na smtese dos fosfolipideos comuns, formados 
por ligagao ester. Finalmente, a ligagao dupla caracteristica 
dos plasmalogenios (sombreada em azul na Figura 21-30) e 
introduzida pela agao de uma oxidase de fungao mista se- 
melhante aquela responsavel pela dessaturagao dos acidos 
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FIGURA 21-29 Vias de smtese de fosfatidilserina e fosfatidilcolina em 
mamiferos. (a) A fosfatidilserina e sintetizada por reapoes dependentes de 
Ca^^ de troca do grupo polar, realizadas pela fosfatidilserina-sintase 1 (PSS1) 
ou pela fosfatidilserina-sintase 2 (PSS2). A PSSl pode utilizer tanto fosfatidile¬ 
tanolamina quanto fosfatidilcolina como substrato. (b) A mesma estrategia 
mostrada aqui para a sintese de fosfatidilcolina (estrategia 2 na Figure 21-24) 
tambem e utilizada para economia de etanolamina, na sintese de fosfatidi¬ 
letanolamina. 
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graxos (Figura 21-13). 0 peroxissomo e o principal local de 
smtese dos plasmalogenios. 

As vias de sintese de esfingolipi'deos e 
glicerofosfolipideos compartilham precursores 
ealguns mecanismos 

A biossmtese dos esfingolipideos ocorre em quatro esta- 
gios: (1) smtese da amina de 18 carbonos, esfinganina, 
a partir de palmitoil-CoA e serina; (2) acoplamento de um 
acido graxo por uma ligagao amida, gerando A^-acilesfin- 
ganina; (3) dessaturagao da porgao esfinganina forman- 
do A^-acilesfingosina (ceramida); e (4) acoplamento de 
um grupo polar para a produgao de esfingolipideos, como 
cerebrosidio ou esfingomielina (Figura 21-31). As 
primeiras etapas dessa via ocorrem no RE, enquanto o 
acoplamento dos grupos que funcionarao como cabegas 
polares no estagio 4 ocorre no aparelho de Golgi. A via 
compartilha diversas caracteristicas com as vias de smtese 
dos glicerofosfolipideos: NADPH fornece o poder redutor, 
e os acidos graxos entram na via como sens derivados CoA 
ativados. Na formagao dos cerebrosideos, agucares entram 
na via como sens derivados nucleotidicos ativados. 0 aco¬ 


plamento dos grupos polares na smtese dos esfingolipide¬ 
os apresenta diversos aspectos novos. A fosfatidilcolina, 
em vez de CDP-colina, atua como doadora de fosfocolina 
na smtese de esfingomielina. 

Nos glicolipideos - os cerebrosideos e os gangliosideos 
(ver Figura 10-13) -, o agucar que funciona como a cabega 
polar e acoplado diretamente a hidroxil em C-1 da esfin- 
gosina por meio de uma ligagao glicosidica, e nao por uma 
ligagao fosfodiester. 0 doador do agucar e um UDP-agucar 
(UDP-glicose ou UDP-galactose). 

Os lipideos polares sao direcionados para membranas 
celulares especificas 

Apos a sintese no RE liso, os lipideos polares, incluindo gli¬ 
cerofosfolipideos, esfingolipideos e glicolipideos, sao inse- 
ridos em membranas celulares especificas em proporgoes 
especificas, por mecanismos ainda nao conhecidos. Os li¬ 
pideos de membrana sao insoluveis em agua, de modo que 
nao podem simplesmente difundir do seu local de sintese 
(o RE) para o seu local de insergao. Em vez disso, eles sao 
transportados do RE para o aparelho de Golgi, onde pode 
ocorrer sintese adicional. Eles sao, entao, transportados em 
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FIGURA 21 -30 A smtese de lipfdeos com liga^ao eter ou de plasmalo- 
genios. A ligagao eter recem-formada esta sombreada em vermelho-claro. 
0 intermediario l-alquil-2-acilglicerol-3-fosfato e o eter analogo do acido 
fosfatidico. Os mecanismos para a ligagao da cabega polar aos eter-lipide- 
os sao essencialmente os mesmos daqueles utilizados para seus analogos 
unidos por ligagao ester. A ligagao dupla caracteristica dos plasmalogenios 
(sombreada em azul) e introduzida na etapa final por urn sistema de oxidase 
de fungao mista semelhante aquele mostrado na Figura 21-13. 
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vesiculas membranosas que brotam do aparelho de Golgi, 
movem-se e fundem-se com a membrana-alvo. As protemas 
de transferencia de esfingolipideos carregam ceramida do 
RE para o aparelho de Golgi, onde ocorre a smtese de esfin- 
gomielina. Protemas citosolicas tambem ligam fosfolipideos 
e esterois e os transportam entre as membranas celulares. 
Esses mecanismos contribuem para o estabelecimento da 
composigao lipidica caracteristica da membrana das orga- 
nelas (ver Figura 11-2). 

RESUMO 21.3 Biossmtese de fosfolipideos de membrana 

► Os diacilglicerois sao os principais precursores dos gli- 
cerofosfolipideos. 

► Nas bacterias, a fosfatidilserina e formada pela conden- 
sagao da serina com CDP-diacilglicerol; a descarboxila- 
gao da fosfatidilserina produz fosfatidiletanolamina. 0 
fosfatidilglicerol e formado pela condensagao de CDP- 
-diacilglicerol com glicerol-3-fosfato, seguida pela remo- 
gao do fosfato em ligagao monoester. 

► As vias nas leveduras para a smtese de fosfatidilserina, 
fosfatidiletanolamina e fosfatidilglicerol sao semelhan- 
tes aquelas que ocorrem nas bacterias; a fosfatidilcolina 
e formada pela metilagao de fosfatidiletanolamina. 

► As celulas de mamiferos dispoem de algumas vias se- 
melhantes aquelas em bacterias, mas de vias um pouco 
diferentes para sintetizar fosfatidilcolina e fosfatidileta- 
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nolamina. 0 alcool que funciona como grnpo polar (coli- 
na on etanolamina) e ativado como um derivado CDP e, 
entao, condensado com diacilglicerol. A fosfatidilserina 
e derivada apenas da fosfatidiletanolamina. 

► A sintese de plasmalogenios envolve a formagao de sua 
ligagao dupla caractenstica por uma oxidase de fungao 
mista. Os grupos polares dos esfingolipideos sao acopla- 
dos por mecanismos singulares. 

► Os fosfolipideos chegam a sens destinos intracelulares 
por meio de vesiculas de transporte on proteinas espe- 
cificas. 

21.4 Colesterol, esteroides e isoprenoides: 
biossmtese, regula^ao e transporte 

0 colesterol e sem duvida o lipideo que recede maior pu- 
blicidade, sendo famoso devido a forte correlagao entre al¬ 
tos niveis de colesterol no sangue e incidencia de doengas 
cardiovasculares em humanos. Muito menos divulgado e o 
papel crucial do colesterol como um componente das mem- 
branas celulares e como um precursor dos hormonios es¬ 
teroides e dos acidos biliares. 0 colesterol e uma molecula 
essencial em muitos animais, incluindo os seres humanos, 
mas nao e necessario que esteja presente na dieta de mami- 
feros - todas as celulas sao capazes de sintetiza-lo a partir 
de precursores simples. 

A estrutura desse composto de 27 carbonos sugere uma 
via biossintetica complexa, porem todos os seus atomos de 
carbono sao fornecidos por um unico precursor - o acetato. 
As unidades de isopreno, os intermediarios essenciais na 
via partindo do acetato ate o colesterol, tambem sao pre¬ 
cursores de muitos outros lipideos naturais, e os mecanis¬ 
mos pelos quais as unidades de isopreno sao polimerizadas 
sao semelhantes em todas essas vias. 
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FIGURA 21-31 Biossmtese de esfingolipideos. A condensagao da pal- 
mitoil-CoA com a serina (formando jS-cetoesfinganina), seguida da redugao 
por NADPH, forma esfinganina, que e entao acilada a A/-acilesfinganina (uma 
ceramida). Nos animais, uma ligagao dupla (sombreada em vermelho-claro) 
e formada por uma oxidase de fungao mista antes da adigao final do grupo 
polar: fosfatidilcolina, formando esfingomielina, ou glicose, formando um 
cerebrosideo. 


CH2 = C—CH=CH2 
Isopreno 

Inicialmente sera realizada uma descrigao das principals 
etapas na biossmtese do colesterol a partir de acetato, e, 
entao, sera discutido o transporte do colesterol no sangue, 
sua captagao pelas celulas, a regulagao da sintese do co¬ 
lesterol em pessoas normals e sua regulagao naquelas com 
defeitos na captagao do colesterol ou em seu transporte. 
A seguir, serao considerados outros componentes celulares 
derivados do colesterol, como os acidos biliares e os hormo¬ 
nios esteroides. Finalmente, sera apresentado um esbogo 
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das vias biossinteticas de alguns dos muitos compostos de- 
rivados das unidades de isopreno, que compartilham etapas 
iniciais com a via de sintese do colesterol, ilustrando a ex- 
traordinaria versatilidade das condensagoes de isoprenoi- 
des na biossmtese. 

0 colesterol e formado a partir da acetil-CoA 
em quatro etapas 

0 colesterol, assim como os acidos graxos de cadeia longa, 
e formado a partir de acetil-CoA. Mas o esquema de mon- 
tagem do colesterol e muito diferente daquele dos acidos 
graxos de cadeia longa. Nos primeiros experimentos para o 
estudo dessa via, os animais eram alimentados com acetato 
marcado com tanto no carbono do grupo metil quanto 
no carbono da carboxil. 0 padrao de marcagao no colesterol 
isolado dos dois grupos de animais (Figura 21-32) forne- 
ceu as informagoes para se desvendar as etapas enzimaticas 
na biossmtese do colesterol. 

A sintese ocorre em quatro estagios, como representa- 
do na Figura 21-33: O condensagao de tres unidades de 
acetato, formando um intermediario de seis carbonos, o 
mevalonato; @ conversao do mevalonato em unidades de 
isopreno ativadas; 0 polimerizagao das seis unidades de 
isopreno com 5 carbonos, formando o esqualeno linear, com 
30 carbonos; e O ciclizagao do esqualeno para formar os 
quatro aneis do nucleo esteroide, com uma serie de mudan- 
gas adicionais (oxidagoes, remogao on migragao de grupos 
metil) para produzir o colesterol. 

Estagio O Sintese do mevalonato a partir de acetato. 0 primei- 
ro estagio na biossmtese do colesterol leva ao interme¬ 
diario mevalonato (Figura 21-34). Duas moleculas de 
acetil-CoA condensam-se para formar acetoacetil-CoA, 
que se condensa com uma terceira molecula de acetil- 
-CoA, gerando o composto de seis carbonos j8-hidroxi- 
-j8-metilglutaril-CoA (HMG-CoA). As duas primeiras 
reagoes sao catalisadas pela acetil-CoA-acetil trans¬ 
ferase e pela HMG-CoA-sintase, respectivamente. A 
HMG-CoA-sintase citosolica dessa via e distinta da isoen- 
zima mitocondrial, que catalisa a sintese de HMG-CoA na 
formagao de corpos cetonicos (ver Figura 17-19). 
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FIGURA 21-32 Origem dos atomos de carbono do colesterol. A 

origem pode ser deduzida a partir de experimentos usando acetato mar¬ 
cado no carbono da metil (em preto) ou no carbono da carboxil (em cor- 
-de-rosa). Os aneis individuais do sistema de aneis fundidos sao denomi- 
nados de A a D. 
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FIGURA 21-33 Resumo da biossmtese de colesterol. Os quatro esta¬ 
gios sao discutidos no texto. As unidades isoprenoides no esqualeno estao 
demarcadas pelas linhas tracejadas em cor-de-rosa. 


A terceira reagao e o passo comprometido com a via: 
a redugao de HMG-CoA em mevalonato, para o qual cada 
uma de duas moleculas de NADPH doa dois eletrons. A 
HMG-CoA-redutase, proteina integral de membrana do 
RE liso, e o principal ponto de regulagao da via do coleste¬ 
rol, como sera visto. 

Estagio 0 Conversao de mevalonato em dois isoprenos ativados. No 

proximo estagio da sintese de colesterol, tres grupos fosfa- 
to sao transferidos de tres moleculas de ATP para o meva¬ 
lonato (Figura 21-35). 0 fosfato ligado ao grupo hidroxil 
em C-3 do mevalonato no intermediario 3-fosfo-5-pirofos- 
fomevalonato e um bom grupo de saida; na proxima etapa, 
tanto este fosfato quanto o grupo carboxila vizinho saem, 
produzindo uma ligagao dupla no produto de cinco carbo¬ 
nos, o A^-isopentenil-pirofosfato. Esse e o primeiro dos 
dois isoprenos ativados centrais para a formagao do coles¬ 
terol. A isomerizagao do A^-isopentenil-pirofosfato gera o 
segundo isopreno ativado, o dimetilalil-pirofosfato. A 
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FIGURA 21-34 Forma^ao do mevalonato a partir de acetil-CoA. A 

origem dos carbonos C-1 e C-2 do mevalonato a partir de acetil-CoA esta 
mostrada em cor salmao. 


smtese do isopentenil-pirofosfato no citoplasma de celulas 
vegetais segue a via descrita anteriormente. Entretanto, os 
cloroplastos das plantas e muitas bacterias utilizam uma via 
independente de mevalonato. Essa via alternativa nao ocor- 
re em animals, de modo que ela e um alvo interessante para 
o desenvoMmento de novos antibioticos. 

Estagio 0 Condensa^o de seis unidades de isopreno ativadas para for- 
mar esqualeno. 0 isopentenil-pirofosfato e o dimetilalil-piro- 
fosfato sofrem, agora, uma condensagao “cabega com cauda”, 
em que um grupo pirofosfato e deslocado, sendo formada 
uma cadeia de 10 carbonos, o geranil-pirofosfato (Figura 
21-36). (A “cabega” e a extremidade na qual o pirofosfato 
esta ligado.) 0 geranil-pirofosfato sofre outra condensagao 
do tipo “cabega com cauda” com o isopentenil-pirofosfato, 
gerando um intermediario de 15 carbonos, o farnesil-piro- 
fosfato. Finalmente, duas moleculas de farnesil-pirofosfato 
ligam-se cabega com cabega, com a eliminagao de ambos os 
grupos pirofosfato, formando o esqualeno. 
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FIGURA 21-35 Conversao do mevalonato em unidades ativadas de Iso¬ 
preno. Seis dessas unidades ativadas combinam-se para formar 0 esqualeno 
(ver Figura 21-36). Os grupos de saida do 3-fosfo-5-pirofosfomevalonato estao 
sombreados em cor salmao. 0 intermediario entre colchetes e hipotetico. 


Os nomes comuns desses intermediaries derivam das 
fontes das quais eles foram primeiro isolados. 0 geraniol, 
um componente do oleo das rosas, tern aroma de geranios. 
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e o farnesol e um composto aromatico encontrado nas Po¬ 
res da acacia-amarela (Acacia famesiana). Muitos aromas 
naturals de origem vegetal sao sintetizados a partir de uni- 
dades de isopreno. 0 esqualeno, isolado pela primeira vez 
do figado de tubaroes (genero Squalus), tern 30 carbonos, 
24 na cadeia principal e seis na forma de ramificagoes de 
grupos metila. 

Estagio O Conversao do esqualeno no nucleo esteroide de quatro 
aneis. Quando a molecula de esqualeno e representada 
como na Figura 21-37, torna-se evidente a relagao entre a 
sua estrutura linear e a estrutura ciclica dos esterois. Todos 
os esterois tern os quatro aneis fundidos que formam o nu¬ 
cleo esteroide, e todos sao alcoois, com um grupo hidroxil 
em C-3 - dai o nome “esterol”. A atividade da esqualeno- 
-monoxigenase adiciona um atomo de oxigenio do Og a ex- 
tremidade da cadeia do esqualeno, formando um epoxido. 


Essa enzima e outra oxidase de fungao mista (Quadro 21-1); 
NADPH reduz o outro atomo de oxigenio do Og a HgO. As li- 
gagoes duplas do produto, o esqualeno-2,3-ep6xido, estao 
posicionadas de modo que uma notavel reagao em concerto 
e capaz de converter o esqualeno epoxido linear em uma 
estrutura ciclica. Nas celulas animals, essa ciclizagao resulta 
na formagao de lanosterol, que contem os quatro aneis ca- 
racteristicos do nucleo esteroide. 0 lanosterol e finalmente 
convertido em colesterol em uma serie de aproximadamente 
20 reagoes, que incluem a migragao de alguns grupos metil 
e a remogao de outros. A elucidagao dessa extraordinaria 
via biossintetica, uma das mais complexas conhecidas, foi 
realizada por Konrad Bloch, Feodor Lynen, John Cornforth 
e George Popjak no final da decada de 1950. 

0 colesterol e o esterol caracteristico das celulas ani¬ 
mals. Por sua vez, os vegetais, os fungos e os protistas sin- 
tetizam outros esterois intimamente relacionados; utilizam a 
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Konrad Bloch, 1912-2000 Feodor Lynen, 1911-1979 

mesma via sintetica ate a formagao de esqualeno-2,3-ep6- 
xido, ponto em que as vias divergem levemente, gerando 



John Cornforth, 1917-2013 George Popjak, 1914-1998 


outros esterois, como o estigmasterol em muitas plantas e o 
ergosterol nos fungos (Figura 21-37). 




Multiplas etapas 


HO 



Colesterol 


FIGURA 21-37 O fechamento do anel converte 
o esqualeno linear no nucleo esteroide conden- 
sado. A primeira etapa nessa sequencia e catalisada 
por uma oxidase de funqao mista (monoxigenase), 
para a qual o cossubstrato e o NADPH. 0 produto e 
urn epoxido, ciclizado na etapa seguinte, formando o 
nucleo esteroide. 0 produto final dessas reaqoes nas 
celulas animals e o colesterol; em outros organismos 
sao formados esterois ligeiramente diferentes, como 
mostrado na figura. 
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PROBLEMA RESOLVIDO 21-1 Custo energetico da smtese de 
esqualeno 


Qual e o custo energetico da smtese de esqualeno a partir 
de acetil-CoA, em numero de ATP por molecula de esqua¬ 
leno sintetizada? 


Solu^ao: Na via de acetil-CoA a esqualeno, o ATP e con- 
sumido apenas nas etapas que convertem mevalonato em 
isopreno ativado, precursor do esqualeno. Tres moleculas 
de ATP sao utilizadas para criar cada um dos seis isoprenos 
ativados necessaries para a construgao do esqualeno, em 
um custo total de 18 moleculas de ATP 


0 colesterol tern destines diversos 

A maior parte da smtese do colesterol em vertebrados ocor- 
re no flgado. Uma pequena fragao do colesterol sintetizado 
ali e incorporada em membranas dos hepatocitos, mas a 
maior parte dele e exportada em uma de tres formas: aci- 
dos biliares, colesterol biliar on esteres de colesterila (Fi- 
gura 21-38). Pequenas quantidades de oxiesterois, como 
25-hidroxicolesterol, sao formadas no flgado e atuam como 
reguladores da smtese de colesterol (ver a seguir). Em ou- 
tros tecidos, o colesterol e convertido em hormonios este- 
roides (p. ex., no cortex da suprarrenal e nas gonadas, ver 
Figura 10-19) on no hormonio vitamina D (i.e., no flgado e 
nos rins; ver Figura 10-20).Tais hormonios sao sinalizado- 
res biologicos extremamente potentes agindo por meio de 
receptores nucleares proteicos. 

Uma das tres formas do colesterol exportada do flgado 
e a bile, um fluido estocado na veslcula biliar e excretado 
no intestino delgado para auxiliar na digestao de refeigoes 
contendo gordura. Sens principals componentes sao os aci- 


dos biliares e sens sais, ambos relativamente hidrofllicos 
derivados do colesterol e sintetizados no flgado que servem 
como agentes emulsificantes no intestino, convertendo 
partlculas grandes de gordura em pequenas micelas, dessa 
forma aumentando muito a superflcie de interagao com as 
lipases digestivas (ver Figura 17-1). A bile tambem contem 
quantidades muito menores de colesterol. 

Os esteres de colesterila sao formados no flgado pela 
agao da acil-CoA-colesterol aciltransferase (ACAT). 
Essa enzima catalisa a transferencia de um acido graxo da 
coenzima A para o grupo hidroxil do colesterol (Figura 21- 
38), convertendo o colesterol em uma forma mais hidro- 
fobica e prevenindo que eles entrem nas membranas. Os 
esteres de colesterila sao transportados em partlculas li- 
poproteicas secretadas para outros tecidos que utilizam o 
colesterol ou sao armazenados no flgado em gotlculas de 
gorduras. 

0 colesterol e outros lipideos sao transportados em 
lipoproteinas plasmaticas 

0 colesterol e os esteres de colesterila, assim como os tria- 
cilglicerois e os fosfolipldeos, sao essencialmente insoluveis 
em agua, e ainda assim devem ser transportados do tecido 
de origem para os tecidos nos quais eles serao armazena¬ 
dos ou consumidos. Para facilitar seu transporte, eles sao 
transportados no plasma sangulneo como lipoproteinas 
plasmaticas, que sao complexos macromoleculares de 
protelnas transportadoras especlficas, chamadas apolipo- 
proteinas, e varias combinagoes de fosfolipldeos, coleste¬ 
rol, esteres de colesterila e triacilglicerois. 

As apolipoprotelnas (“apo” designa a protelna em sua 
forma livre de lipldeo) combinam-se com os lipideos, for- 
mando diversas classes de partlculas lipoproteicas, as quais 
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FIGURA 21-38 Destines metabolicos do co¬ 
lesterol. As modifica(;6es da estrutura do co¬ 
lesterol estao mostradas em cor-de-rosa. A es- 
terificagao converte o colesterol em uma forma 
ainda mais hidrofobica para armazenamento e 
transporte; cada uma das outras modificapoes 
gera um produto menos hidrofobico. 
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FIGURA 21-39 Lipoprotemas. (a) Estrutura de uma lipoproteina de bai- 
xa densidade (LDL). A apolipoproteina B-lOO (apoB-100) e uma das maiores 
cadeias polipeptidicas conhecidas, com 4.636 residues de aminoacidos (M^ 
512.000). Uma particula de LDL contem urn nucleo com aproximadamen- 
te 1.500 moleculas de esteres de colesterila, envolvido por uma camada de 
cerca de 500 moleculas de colesterol, 800 moleculas de fosfolipideos e uma 
molecula de apoB-100. (b) Quatro classes de lipoproteinas, visualizadas ao 


microscopio eletronico apos colorapao negativa. No sentido horario, a partir 
da parte superior a esquerda: quilomicrons, 50 a 200 nm de diametro; VLDL, 
28 a 70 nm; HDL, 8 a 11 nm; LDL, 20 a 25 nm. Os tamanhos mostrados das 
particulas sao aqueles medidos para essas amostras; os tamanhos das parti- 
culas variam consideravelmente em diferentes preparaqoes. Para as proprie- 
dades das lipoproteinas, verTabela 21 -1. 


sao complexos esfericos com os lipideos hidrofobicos no 
centro e as cadeias laterals hidrofllicas de aminoacidos na 
superficie (Figura 21-39a). As diferentes combinagoes de 
lipideos e proteinas produzem particulas de diferentes den- 
sidades, variando de quilomicrons a lipoproteinas de alta 
densidade. Essas particulas podem ser separadas por ultra- 
centrifugagao (Tabela 21-1) e visualizadas por microscopia 
eletronica (Figura 21-39b). 

Cada classe de lipoproteina tern uma fungao especifica, 
determinada por sen local de sintese, por sua composigao 
lipidica e por sen conteudo apolipoproteico. Pelo menos 
dez apolipoproteinas distintas sao encontradas nas lipopro¬ 
teinas do plasma humano (Tabela 21-2), distinguiveis por 
sens tamanhos, suas reagoes com anticorpos especificos e 


sua distribuigao caracteristica nas classes de lipoproteinas. 
Esses componentes proteicos atuam como sinalizadores, 
direcionando as lipoproteinas para tecidos especificos on 
ativando enzimas que agem nas lipoproteinas. Eles tambem 
tern sido envolvidos em doengas; o Quadro 21-2 descreve 
nm elo entre apoE e a doenga de Alzheimer. A Figura 21- 
40 fornece uma visao geral da formagao e transporte das 
lipoproteinas em mamiferos. As etapas numeradas na dis- 
cussao que se segnin referem-se a esta figura. 

Os quilomicrons, discutidos no Capitulo 17 quando foi 
analisado o transporte dos triacilglicerois da dieta, do in- 
testino ate os demais tecidos, sao as maiores lipoproteinas 
e as menos densas, contendo alta proporgao de triacilglice¬ 
rois (ver Figura 17-2). O Os quilomicrons sao sintetizados 


TABELA 21-1 


Principais classes de lipoprotemas plasmaticas humanas: algumas propriedades 


Composigao (% do peso) 

Lipoproteina Densidade (g/mL) Protemas Fosfolipideos Colesterol livre Esteres de colesterila 

Quilomicrons < 1,006 2 9 1 3 

VLDL 0,95-1,006 10 18 7 12 

LDL 1,006-1,063 23 20 8 37 

HDL 1,063-1,210 55 24 2 15 


Triacilglicerois 

85 

50 

10 

4 


Fonte: Modificada de Kritchevsky, D. (1986) Atherosclerosis and Nutrition. Nutr. Int. 2 p. 290-297. 
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TABELA21-2 


Apolipoprotemas das lipoprotemas plasmaticas humanas 


Peso molecular 

ApoNpoprotema do pollpeptideo Assoda^ao a lipoprotemas 


ApoA-I 

28.100 

HDL 

ApoA-II 

17.400 

HDL 

ApoA-IV 

44.500 

Quilomicrons, HDL 

ApoB-48 

242.000 

Quilomicrons 

ApoB-100 

512.000 

VLDL, LDL 

ApoC-I 

7.000 

VLDL, HDL 

ApoC-II 

9.000 

Quilomicrons, VLDL, HDL 

ApoC-III 

9.000 

Quilomicrons, VLDL, HDL 

ApoD 

32.500 

HDL 

ApoE 

34.200 

Quilomicrons, VLDL, HDL 


Fun^ao (quando conhedda) 

Ativa a LCAT; interage com transpor- 
tadores ABC 

Inibe a LCAT 

Ativa a LCAT; transporte/depuragao 
de colesterol 

Transporte/depuragao de colesterol 
Liga-se a receptores de LDL 

Ativa a lipase lipoproteica 
Inibe a lipase lipoproteica 


Desencadeia a depuragao de VLDL e 
de remanescentes de quilonucrons 


Fonte: Modificada de Vance, D.E. & Vance, J.E. (eds) (2008) Biochemistry of Lipids and Membranes. 5th ed. Elsevier Science. 


a partir de gorduras da dieta no RE dos enterocitos, celulas 
epiteliais que recobrem o intestino delgado. Os quilomi- 
crons entao se movem pelo sistema linfatico e entrant na 
corrente sangmnea pela veia subclavia esquerda. As apoli¬ 
poprotemas dos quilomicrons incluem a apoB-48 (exclusiva 
dessa classe de lipoprotemas), a apoE e a apoC-II (Tabela 
21-2). @ A apoC-II ativa a lipase lipoproteica nos capilares 
do tecido adiposo, do coragao, do musculo esqueletico e 
da glandula mamaria em lactagao, permitindo a liberagao 
de acidos graxos livres (AGL) para esses tecidos. Os qui- 
lomicrons, portanto, transportam acidos graxos da dieta 
para os tecidos onde eles serao consumidos on armaze- 
nados como combustivel. 0 0 que resta dos quilomicrons 
Capos perderem a maior parte de sens triacilglicerois, mas 
contendo ainda colesterol, apoE e apoB-48) move-se pela 
corrente sangmnea para o figado. Receptores existentes no 
figado ligam a apoE nos remanescentes dos quilomicrons 


e controlam sua captagao por endocitose. O No figado, os 
remanescentes liberam sen colesterol e sao degradados nos 
lisossomos. Essa via do colesterol da dieta ate o figado e a 
via exogena (setas azuis na Figura 21-40). 

Quando a dieta contem mais acidos graxos e colesterol 
do que a quantidade necessaria para uso imediato como 
combustivel on como precursores de outras moleculas, eles 
sao © convertidos em triacilglicerois on esteres de coleste- 
rila no figado e empacotados com apolipoproteinas espe- 
cificas, formando as lipoprotemas de densidade muito 
baixa (VLDL, de very-low density lipoproteins^. 0 ex- 
cesso de carboidratos na dieta tambem pode ser convertido 
em triacilglicerois no figado e exportado como VLDL. Alem 
dos triacilglicerois e esteres de colesterila, as VLDL contem 
apoB-100, apoC-I, apoC-II, apoC-III e apoE (Tabela 21-2). 
As VLDL sao transportadas pelo sangue do figado para o 
musculo e o tecido adiposo. @ Nos capilares desses tecidos. 


lUADRO 21 -2 Alelos da ApoE predizem a incidenda da doenga de Alzheimer 


Nas populagoes humanas, existem tres variantes co- 
muns, ou alelos, do gene que codifica a apolipoprotei- 
na E. 0 mais comum, representando cerca de 78% dos 
alelos apoE de humanos, e oAPOES; os alelos e 

APOE2 representam 15 e 7%, respectivamente. 0 alelo 
APOE4 e particularmente comum em humanos com a 
doenga de Alzheimer, e a associagao e altamente predi- 
tiva. As pessoas que herdam o alelo APOE4 tern um ris- 
co aumentado de apresentarem a doenga de Alzheimer 
de desenvoMmento tardio. Aquelas homozigotas para 
APOE4 tern o risco de desenvolver a doenga aumentado 
em 16 vezes; para aquelas que a desenvolvem, a idade 
media do inicio da doenga e pouco abaixo dos 70 anos. 
Para aquelas que herdam duas copias deAPOES, ao con- 


trario, a media de idade do inicio da doenga de Alzhei¬ 
mer excede os 90 anos. 

A base molecular para a associagao entre a apoE-4 e 
a doenga de Alzheimer ainda nao e conhecida. Tambem 
nao esta claro como a apoE-4 pode afetar a deposigao 
de fibras amiloides, que parecem ser o principal agente 
causador da doenga (ver Figura 4-32). Especula-se acer- 
ca de um possivel papel da apoE-4 na estabilizagao da 
estrutura do citoesqueleto dos neuronios. As proteinas 
apoE-2 e apoE-3 ligam-se a diversas proteinas associadas 
com os microtubulos neuronais, enquanto apoE-4 nao o 
faz. Isso pode acelerar a morte dos neuronios. Seja qual 
for o mecanismo que venha a ser confirmado, essas ob- 
servagoes prometem expandir nosso conhecimento das 
fungoes biologicas das apolipoproteinas. 
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Macrofagos, 
celulas espumosas 



FIGURA 21-40 Lipoprotemas e transporte dos lipfdeos. Os lipideos 
sao transportados na corrente sanguinea como lipoproteinas, existentes em 
diversas formas variantes, cada uma com diferentes funpoes e com composi- 
poes lipidica e proteica distintas (verTabelas 21-1 e 21 -2), portanto, com den- 
sidades diferentes. As etapas numeradas estao descritas no texto. Na via exo- 
gena (setas azuis), os lipideos da dieta sao empacotados em quilomicrons; a 
maior parte do seu conteudo em triacilglicerois e liberada pela lipase lipo- 
proteica nos tecidos adiposo e muscular, durante o transporte ao longo dos 
capilares. Os quilomicrons remanescentes (contendo na maior parte pro- 
teinas e colesterol) sao captados pelo figado. Os sais biliares produzidos no 
figado auxiliam na dispersao das gorduras da dieta e sao, entao, reabsorvidos 


na via entero-hepatica (setas verdes). Na via endogena (setas vermelhas), os 
lipideos sintetizados ou empacotados no figado sao distribuidos aos tecidos 
perifericos pela VLDL A extrapao dos lipideos da VLDL (acompanhada pela 
perda de parte das apolipoproteinas) converte, gradualmente, parte da VLDL 
em LDL, que transporta o colesterol para os tecidos extra-hepaticos ou de 
volta para o figado. 0 figado capta LDL, remanescentes de VLDL (chamadas 
de lipoproteinas de densidade intermediaria, ou IDLs) e os remanescentes 
de quilomicrons por endocitose mediada por receptor. 0 excesso de coleste¬ 
rol nos tecidos extra-hepaticos e transportado de volta ao figado como HDL 
pelo transporte reverse do colesterol (setas roxas). C representa colesterol; 
EC representa esteres de colesterila. 


apoC-II ativa a lipase lipoproteica, que catalisa a liberagao 
dos acidos graxos a partir dos triacilglicerois das VLDL. Os 
adipocitos captam esses acidos graxos, reconvertem-nos 
em triacilglicerois e armazenam os produtos em goticu- 
las intracelulares de lipideos; ja os miocitos, ao contrario, 
primariamente oxidam esses acidos graxos para obterem 
energia. Quando o nivel de insulina esta alto (apos uma 
refeigao), as VLDL atuam principalmente para transportar 
lipideos da dieta para o tecido adiposo para armazenamen- 
to. No estado de jejum ou entre as refeigoes, os acidos gra¬ 
xos usados para produzir as VLDL no figado sao originarios 
principalmente do tecido adiposo, e o principal alvo das 
VLDL sao os miocitos do coragao e do musculo esqueletico. 

A perda de triacilglicerois converte parte da VLDL em 
remanescentes de VLDL (tambem chamadas de lipoprotei¬ 
nas de densidade intermediaria, IDL, de intermediate den¬ 
sity lipoproteins^. A remogao adicional de triacilglicerois 
da IDL (remanescentes) produz lipoprotemas de baixa 
densidade (LDL, de low-density lipoproteins'). Rica em 
colesterol e esteres de colesterila e contendo apoB-100 


como sua principal apolipoproteina, a O LDL transporta 
colesterol para os tecidos extra-hepaticos, como muscu¬ 
lo, glandulas suprarrenais e tecido adiposo. Esses tecidos 
tern receptores na membrana plasmatica que reconhecem 
a apoB-100 e controlam a captagao de colesterol e esteres 
de colesterila. © A LDL tambem entrega colesterol para os 
macrofagos, algumas vezes os convertendo em celulas es¬ 
pumosas (ver Figura 21-46). © A LDL nao captada pelos 
tecidos perifericos retornam ao figado onde sao captados 
via receptores de LDL na membrana plasmatica dos he- 
patocitos. 0 colesterol que entra no hepatocito por essa via 
pode ser incorporado nas membranas, convertido em acidos 
biliares ou reesterificados pela AC AT (Figura 21-38) para 
armazenamento nas goticulas lipidicas citosolicas. Essa via, 
da formagao de VLDL no figado ao retorno de LDL para o 
figado e a via endogena do metabolismo e transporte do 
colesterol (setas vermelhas na Figura 21-40). 0 acumulo do 
excesso de colesterol intracelular e prevenido pela diminui- 
gao da velocidade de sintese quando colesterol suficiente 
esta disponivel a partir de LDL no sangue. Mecanismos re- 
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gulatorios desse processo estao descritos abaixo. A Figura 
21-40 e outras vias de transporte de lipoprotemas serao rea- 
nalisadas apds a discussao da captagao de LDL pelas celulas. 


Os esteres de colesterila entram na celula por endocitose 
mediada por receptor 


Cada particula de LDL na corrente sangmnea contem apoB- 
100, a qual e reconhecida por receptores de LDL presentes 
na membrana plasmatica de celulas que precisam captar 
colesterol. A Figura 21-41 mostra tais celulas, em que O 
receptores de LDL sao sintetizados no aparelho de Golgi 
e sao transportados para a membrana plasmatica, onde fi- 
cam disponiveis para ligar apoB-100. @ A ligagao da LDL 
ao receptor de LDL inicia a endocitose, que 0 transfere a 
LDL e o sen receptor para o interior da celula dentro de 
um endossomo. O As porgoes da membrana do endossomo 
que contem o receptor brotam na membrana plasmatica e 
os receptores retornam a superficie celular, para funcionar 
de novo na captagao de LDL. © 0 endossomo funde-se com 
um lisossomo, o qual © contem enzimas que hidrolisam os 
esteres de colesterila, liberando colesterol e acidos graxos 
no citosol. A proteina apoB-100 tambem e degradada em 
aminoacidos, liberados para o citosol. A apoB-100 tambem 
esta presente na VLDL, mas o sen dominio de ligagao ao re¬ 
ceptor nao esta disponivel para a interagao com o receptor 
de LDL; a conversao de VLDL em LDL expoem o dominio 
de ligagao ao receptor da apoB-100. 

Essa via para o transporte de colesterol no sangue e 
sua endocitose mediada por receptor nos tecidos- 


-alvo foi elucidada por Michael Brown e Joseph Goldstein. 
Eles descobriram que individuos com a doenga genetica hi- 
percolesterolemia familiar (HF) tern mutagoes no re¬ 
ceptor de LDL, que previne a captagao normal de LDL pelo 
figado e pelos tecidos perifericos. 0 resultado da captagao 
defeituosa de LDL sao niveis muito altos de LDL no sangue 
(e de colesterol que ela carrega). Individuos com HF tern 



Michael Brown e Joseph Goldstein 



FIGURA 21-41 Captagao do colesterol por endocitose mediada por receptor. 
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probabilidade muito aumentada de desenvolver ateroscle- 
rose, doenga do sistema cardiovascular em que os vasos 
sangmneos sao oclmdos por placas ricas em colesterol (ver 
Figura 21-46). 

A doenga de Niemann-Pick tipo C (NPC) e um de- 

feito hereditario no armazenamento de lipideos, em que o 
colesterol nao e transportado para fora dos lissosomos e, ao 
contrario, acumula nos lissosomos do figado, cerebro e pul- 
moes, levando a morte prematura. A NPC e o resultado de 
uma mutagao em um dos dois genes (NPCl, NPC2') essen- 
ciais para mover o colesterol pra fora do lissosomo e para o 
citosol, onde ele pode ser metabolizado. 0 NPCl codifica 
uma proteina lissosomal transmembrana, e o NPC2 codifica 
uma proteina soluvel. Essas proteinas atuam em sequencia 
para transferir colesterol para fora do lissosomo e para o 
citosol para o processamento adicional ou metabolismo. ■ 

0 HDL realiza o transpose reverse de colesterol 

A quarta das principals lipoproteinas em mamiferos, a lipo- 
protema de alta densidade (HDL, de high-density lipo¬ 
protein'), origina-se no figado e no intestino delgado como 
pequenas particulas ricas em proteina que contem relativa- 
mente pouco colesterol e nao contem esteres de colesterila 
(®, Figura 21-40). As HDL contem principalmente apoA-1 e 
outras apolipoproteinas (Tabela 21-2). Elas contem tambem 
a enzima lecitina-colesterol-aciltransferase (LCAT), 
que catalisa a formagao de esteres de colesterila a partir de 
lecitina (fosfatidilcolina) e de colesterol (Figura 21-42). 
A LCAT na superficie das particulas de HDL nascentes (re- 
cem-formadas) converte o colesterol e a fosfatidilcolina dos 
remanescentes do quilomicron e da VLDL encontradas na 
corrente sanguinea em esteres de colesterila, dando inicio a 
formagao do nucleo da HDL, transformando a HDL nascente 
em forma de disco em uma particula de HDL madura de for¬ 
ma esferica. 0 A HDL nascente tambem pode captar coles¬ 
terol de celulas extra-hepaticas ricas em colesterol (inclusi¬ 
ve de macrofagos e de celulas espumosas formadas a partir 
dele; ver a seguir). ®A HDL madura entao retorna ao figa¬ 
do, onde o colesterol e descarregado por meio do receptor 
SR-BI. 0 Parte dos esteres de colesterila no HDL tambem 
pode ser transferida ao LDL pela proteina transportadora 
de ester de colesterila. 0 circuito da HDL e o transporte 
reverse do colesterol (setas roxas na Figura 21-40). A 
maior parte desse colesterol e convertido em sais biliares no 
figado e armazenado na vesicula biliar. Quando uma refeigao 
e ingerida, os sais biliares sao excretados no intestino, onde 
ele dispersa pedagos macroscopicos de gordura em micelas 
microscopicas que podem ser atacadas pelas lipases. Os sais 
biliares sao reabsorvidos pelo figado 0 e recirculam pela ve¬ 
sicula biliar na circulagao entero-hepatica (setas verdes 
na Figura 21-40). 

0 mecanismo pelo qual o esterol e descarregado no figa¬ 
do e em outros tecidos via receptor SR-BI nao envolve en- 
docitose, o mecanismo usado para captagao de LDL. Em vez 
disso, quando HDL se liga aos receptores SR-BI na membra- 
na plasmatica dos hepatocitos ou de tecidos esteroidoge- 
nicos, como a glandula suprarrenal, esses receptores con- 
trolam a transferencia parcial e seletiva do colesterol e de 
outros lipideos do HDL para a celula. A HDL descarregada 
entao se dissocia e recircula na corrente sanguinea para 
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FIGURA 21-42 As reaves catalisadas pela lecitina-colesterol-acil- 
transferase (LCAT). Essa enzima esta presente na superficie da HDL e e 
estimulada pelo componente apoA-l da HDL. Os esteres de colesterila acu- 
mulam-se nas HDL nascentes, convertendo-as em HDL maduras. 


extrair mais lipideos dos remanescentes de quilomicrons e 
VLDL e de celulas sobrecarregadas com colesterol, como 
descrito abaixo. 

A si'ntese e 0 transporte do colesterol sao regulados 
em varies m'veis 

A sintese de colesterol e um processo complexo e grande 
consumidor de energia. 0 excesso de colesterol nao pode 
ser catabolizado para o uso como combustivel, e deve, por 
conseguinte, ser excretado. Portanto, e claramente vanta- 
joso para um organismo regular a biossintese de colesterol 
para complementar a quantidade ingerida na dieta. Nos ma¬ 
miferos, a produgao do colesterol e regulada pela concen- 
tragao intracelular de colesterol e pelos hormonios gluca¬ 
gon e insulina. A etapa comprometida na via de sintese do 
colesterol (e o principal local de regulagao) e a conversao 
de HMG-CoA em mevalonato (Figura 21-34), a reagao cata- 
lisada pela HMG-CoA-redutase. 
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A regulagao de curto prazo da atividade da HMG-CoA 
redutase existente e realizada por alteragao covalente re- 
versivel - fosforilagao pela proteina-cinase dependente de 
AMP (AMPK), sensivel a alta concentragao de AMP (indi- 
cando baixa concentragao de ATP). Assim, quando os m- 
veis de ATP declinam, a sintese de colesterol desacelera, e 
as vias catabolicas para a geragao de ATP sao estimuladas 
(Figura 21-43). Os hormonios que controlam a regulagao 
global do metabolismo de lipideos e carboidratos tambem 
atuam sobre a HMG-CoA-redutase; o glucagon estimula a 
sua fosforilagao (inativagao), e a insulina promove a des- 
fosforilagao, ativando a enzima e favorecendo a sintese de 
colesterol. Esses mecanismos regulatorios covalentes pro- 
vavelmente nao sao tao importantes quantitativamente 
como os mecanismos que afetam a sintese e a degradagao 
da enzima. 

Em longo prazo, o numero de moleculas de HMG- 
-CoA-redutase aumenta on diminui em resposta as con- 
centragoes celulares de colesterol. A regulagao da sintese 
de HMG-CoA-redutase e mediada por um sistema elegante 
de regulagao da transcrigao do gene da HMG-CoA (Figu¬ 
ra 21-44). Esse gene, junto com mais de 20 outros genes 
que codificam enzimas que atuam na captagao e na sintese 
do colesterol e dos acidos graxos insaturados, e controlado 
por uma pequena familia de proteinas chamadas protei- 
nas de ligagao aos elementos reguladores de esterol 
(SREBP, de sterol regulatory element-binding 'pro¬ 
teins'). Quando recem-sintetizadas, essas proteinas estao 
inseridas no RE. Apenas o fragmento soluvel do dominio 
regulatorio de uma SREBP atua como ativador da transcri¬ 
gao genica, utilizando mecanismos discutidos no Capitulo 
28. Quando os niveis de colesterol e oxiesterol estao altos, 
as SREBP sao mantidas no RE e complexadas a outra pro- 
teina, chamada de protema ativadora da clivagem da 



FIGURA 21-43 A regulagao da forma^ao de colesterol equilibra a sua 
smtese com a captagao a partir da alimenta^ao e o estado energetico. 

A insulina promove a desfosforilapao (ativapao) da HMG-CoA redutase; glu¬ 
cagon promove sua fosforilagao (inativagao); e a proteina cinase dependente 
de AMP, AMPK, quando ativada por baixa [ATP] em relagao a [AMP], a fosforila 
inativando-a. Oxiesterois metabolitos de colesterol (p. ex., 24(S)-hidroxicoles- 
terol) estimula a proteolise da HMG-CoA redutase. 


SREBP (SCAP, de SREBP cleavage-activating protein), 
que, por sua vez, esta ancorada a membrana do RE por sua 
interagao com uma terceira proteina de membrana, a Insig 
(de insulin-induced gene protein) (Figura 21-44a). A 
SCAP e a Insig atuam como sensores de esterol. Quando os 



A transcrigao 
de enzimas da 
smtese de 
lipideos e 
estimulada. 


(a) Alta [esterol] no RE 

SCAP/SREBP retidos no RE 
ligados a Insig 


(b) Baixa [esterol] no RE 

Dominio regulatorio de 
SREBP liberado por proteolise 


(c) Aumento da sintese 
de colesterol no RE. 


FIGURA 21-44 Regulagao da smtese de colesterol por SREBP. As pro¬ 
teinas de ligagao aos elementos reguladores de esterol (SREBP, mostradas 
em verde) estao embutidas no RE quando recem-sintetizadas, complexadas 
com a proteina ativadora da clivagem de SREBP (SCAP, em cor-de-rosa), que, 
por sua vez, esta ligada a Insig (azul). (A/ e C representam as extremidades 
amino e carboxi das proteinas.) (a) Quando ligadas a SCAP e Insig, as SREBP 


estao inativas. (b) Quando os niveis de esterol diminuem, os sitios de ligagao 
a esterol na Insig e na SCAP estao desocupados, o complexo migra para o 
sistema de Golgi e a SREBP e clivada gerando um dominio regulatorio, que 
(c) age no nucleo, aumentando a transcrigao de genes regulados por esterol. 
Insig e direcionada para degradagao pelo acoplamento de varias moleculas 
de ubiquitina. 
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riiveis de esterois estao altos, o complexo Insig-SCAP-SRE- 
BP permanece retido na membrana do RE. Quando os m- 
veis de esterois dentro da celula declinam (Figura 21-44b), 
o complexo SCAP-SREBP e escoltado por protemas secre- 
torias para o aparelho de Golgi, onde duas clivagens pro- 
teoliticas de SREBP liberam um fragmento regulatorio, que 
entra no nucleo e ativa a transcrigao dos sens genes-alvo, 
incluindo a HMG-CoA redutase, o receptor de LDL e mui- 
tas outras protemas necessarias para a sintese de lipideos. 
Quando os niveis de esterois aumentam suficientemente, a 
liberagao proteolitica do dominio aminoterminal da SREBP 
e novamente bloqueada, e a degradagao proteossomica do 
dominio ativo existente resulta em rapido desligamento dos 
genes-alvos. 

Em longo prazo, o nivel da HMG-CoA-redutase tambem 
e regulado por degradagao proteolitica da enzima. Altos 
niveis de colesterol celular sao detectados pela Insig, que 
dispara o acoplamento de moleculas de ubiquitina a HMG- 
-CoA-redutase, levando a sua degradagao pelo proteossomo 
(ver Figura 27-48). 

Receptor hepatico X (RHX) e um fator de transcrigao 
nuclear ativado por ligantes oxiesterois (refletindo os altos 
niveis de colesterol), que Integra o metabolismo dos acidos 
graxos e da glicose. RHXa e expresso principalmente no 
figado, no tecido adiposo e nos macrofagos; RHXp esta pre¬ 
sente em todos os tecidos. Quando ligado a um oxiesterol, 
os RHX formam heterodimeros com um segundo tipo de 
receptor nuclear, os receptores X de retinoides (RXR), 
e o dimero RHX-RXR ativa a transcrigao de um grupo de ge¬ 
nes (Figura 21-45) incluindo aquele da acetil-CoA carbo- 



Coativador Colesterol, 



' Acetil-CoA carboxilase 
Acido-graxo sintase 

Aumento da sintese de CYP7A1 (smtese de acido biliar) 
protemas, incluindo: ■ ABCAl eABCGI 

(transporte reverso do colesterol) 
GLUT4 (captagao de glicose) 

^ SREBP (smtese de lipideos) 

FIGURA 21-45 Atua^ao do dimero RXR-RHX sobre a expressao de 
genes do metabolismo de lipideos e da glicose. Quando seus ligan¬ 
tes estao ausentes, RXR e RHX associam-se a uma proteina correpressora, 
prevenindo a transcrigao dos genes associados ao elemento do RHX (RHXE). 
Quando os seus respectivos ligantes estao presentes (9-c/s-acido retinoico 
para RXR; colesterol ou oxiesterois para RHX) o dimero se dissocia do corre- 
pressor, e entao associa-se a uma proteina coativadora. Este complexo se liga 
ao elemento RHX e aciona a expressao dos genes associados. A regulagao da 
expressao genica e um topico discutido em mais detalhes no Capitulo 28. 


xilase (a primeira enzima da sintese dos acidos graxos); da 
acido graxo-sintase; a enzima do citocromo P-450 CYP7A1, 
necessaria para conversao de esterol em acido biliar; das 
apoproteinas envoMdas no transporte de colesterol (apoC- 
-I, apoC-II, apoD e apoE); dos transportadores ABC ABCAl 
e ABCGl, envolvidos no transporte reverso do colesterol 
(ver a seguir); de GLUT4, o transportador de glicose esti- 
mulado por insulina no musculo e no tecido adiposo; e de 
SREBPIC. Os reguladores transcricionais RHX e SREBP, 
portanto, trabalham juntos para alcangar e manter a ho- 
meostasia do colesterol; as SREBP sao ativadas por baixos 
niveis de colesterol celular, e os RHX sao ativados por altos 
niveis de colesterol. 

Finalmente, dois outros mecanismos regulatorios in- 
fluenciam o nivel de colesterol celular: (1) altas concen- 
tragoes intracelulares de colesterol ativam a ACAT, que au- 
menta a esterificagao do colesterol para o armazenamento, 
e (2) o alto nivel de colesterol celular diminui (via SREBP) 
a transcrigao do gene que codifica o receptor de LDL, redu- 
zindo a produgao do receptor e, assim, a captagao de coles¬ 
terol do sangue. 


A desregula^ao do metabolismo de colesterol pode levar 
a doen^a cardiovascular 

Quando a soma do colesterol sintetizado e do coleste¬ 
rol obtido na dieta excede a quantidade necessaria 


para a sintese de membranas, sais biliares e esteroides, o 
acumulo patologico de colesterol (placas) pode obstruir os 
vasos sanguineos, condigao chamada aterosclerose. A fa- 
lencia cardiaca devido a oclusao das arterias coronarias e a 
principal causa de morte nas sociedades industrializadas. A 
aterosclerose esta relacionada a altos niveis de colesterol 
no sangue e particularmente a altos niveis de colesterol 
LDL 1 (“man colesterol”); existe uma correlagao negativa 
entre o nivel de HDL (“bom colesterol”) e doenga arterial. A 
formagao de placa nos vasos sanguineos e iniciada quando o 
LDL contendo grupos acil-graxo parcialmente oxidados 
adere-se e acumula-se na matriz extracelular das celulas 
epiteliais que revestem as arterias (Figura 21-46). Celulas 
do sistema imune (monocitos) sao atraidas para a regiao 
onde ha acumulo de LDL, e elas se diferenciam em macro¬ 
fagos, que captam o LDL oxidado e o colesterol que eles 
contem. Os macrofagos nao podem limitar a captagao de 
esterois, e com o aumento do acumulo de esteres de coles- 
terila e colesterol livre, os macrofagos se tornam celulas 
espumosas (parecem espuma no microscopio). Com o 
acumulo de colesterol livre nas celulas espumosas e em 
suas membranas, elas sofrem apoptose. Durante longos pe- 
riodos de tempo, as arterias se tornam progressivamente 
ocluidas, ja que as placas, consistindo em material da matriz 
extracelular, tecido cicatricial formado por tecido muscular 
liso, e celulas espumosas remanescentes, gradualmente se 
tornam maiores. Ocasionalmente, uma placa se solta do lo¬ 
cal de sua formagao e e transportada pelo sangue para uma 
regiao mais estreita de uma arteria no cerebro ou no cora- 
gao, causando o acidente vascular cerebral ou infarto. 

Na hipercolesterolemia familiar, os niveis de colesterol 
sanguineo sao extremamente elevados e uma ateroscle- 
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FIGURA 21-46 Papel das celulas espumosas na forma^ao das placas ateroscleroticas. 




^ MEDICINA 


A hipotese lipi'dica e o desenvolvimento das estatinas 


A doenga cardiaca coronariana e a principal causa de mor- 
te nos paises em desenvolvimento. As arterias coronarias 
que trazem o sangue para o coragao sofrem um estreita- 
mento devido a formagao de depositos de gordura chama- 
dos de placas ateroscleroticas (contendo colesterol, pro- 
telnas fibrosas, depositos de calcio, plaquetas sangulneas 
e restos celulares). 0 estabelecimento da conexao entre 
oclusao arterial (aterosclerose) e nlveis de colesterol no 
sangue foi um projeto do seculo XX, estimulando uma 
disputa que foi resoMda apenas com o desenvolvimento 
de farmacos efetivos na redugao do colesterol. 0 Framin¬ 
gham Heart Study, estudo longitudinal iniciado em 1948 
e em continuidade ainda hoje, tern como objetivo identi- 
ficar os fatores relacionados com doenga cardiovascular. 
Cerca de 5.000 participantes da cidade de Framingham, 
Massachusetts, foram submetidos a exames flsicos perio- 
dicos e entrevista sobre o estilo de vida. Em 2002, os par¬ 
ticipantes da terceira geragao foram incluidos no estudo. 
Esse estudo monumental levou a identificagao de fatores 
de risco para doengas cardiovascular, incluindo tabagis- 
mo, obesidade, sedentarismo, diabetes, pressao arterial 
alta e alto nivel de colesterol no sangue. 

Em 1913, N. N. Anitschkov, patologista experimental 
em Sao Petersburgo, Russia, publicou um estudo mostran- 
do que coelhos alimentados com dieta rica em colesterol 
desenvoMam lesoes muito semelhantes as placas ateros¬ 
cleroticas observadas em humanos idosos. Anitschkov 
continnou sen trabalho ao longo das decadas seguintes, 
publicando-o em jornais importantes do ocidente. No en- 
tanto, sen trabalho nao foi aceito como um modelo para 
a aterosclerose humana, devido ao predomlnio do ponto 
de vista de que a doenga era uma simples consequencia 
da idade e que nao poderia ser prevenida. A ligagao en¬ 
tre colesterol serico e aterosclerose (a hipotese lipldica) 
foi gradualmente ganhando forga, ate que alguns pesqui- 
sadores, na decada de 1960, sugeriram abertamente que 
a intervengao terapeutica poderia ser util. No entanto, a 
controversia persistiu ate a publicagao, em 1984, dos re- 
sultados de um grande estudo sobre a redugao do coleste¬ 
rol, patrocinado pelo United States National Institutes of 


Health, o primeiro teste para a prevengao de doengas co- 
ronarianas. Esse estudo mostrou de modo conclusive uma 
diminuigao estatisticamente significativa em ataques car- 
diacos e acidentes vasculares cerebrals em consequencia 
da diminuigao do nivel do colesterol. 0 estudo fez uso de 
uma resina ligadora de acido biliar, a colestiramina, para 
controlar o colesterol. Os resultados estimularam a busca 
por intervengoes terapeuticas mais efetivas. Alguma con¬ 
troversia persistiu ate o desenvolvimento das estatinas 
entre o final da decada de 1980 e na decada de 1990. 

0 Dr. Akira Endo, trabalhando na companhia Sankyo 
em Toquio, descobriu a primeira estatina e relatou o tra¬ 
balho em 1976. Endo estava estudando o metabolismo do 
colesterol por algum tempo, e especulou, em 1971, se os 
fungos estudados para a descoberta de novos antibioticos 
poderiam produzir tambem um inibidor da sintese do co¬ 
lesterol. Ao longo de um periodo de varies anos ele estu- 
dou mais de 6.000 culturas de fungos ate que um resul- 
tado positive foi encontrado. 0 composto encontrado foi 
chamado de compactina (Figura Q-1). 0 composto afinal 
proven ser efetivo na redugao dos niveis de colesterol em 
caes e em macacos, e o trabalho chamou a atengao de Mi¬ 
chael Brown e Joseph Goldstein, da escola de medicina da 
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As estatinas como inibidores da HIVIG- 


Uma comparagao das estruturas do mevalonato e de quatro compostos 
farmaceuticos (estatinas) que inibem a HMG-CoA-redutase. 
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rose grave desenvolve-se na infancia. Essas pessoas tern 
o receptor de LDL defeituoso e nao apresentam a capta- 
gao mediada por receptor do colesterol transportado pela 
LDL. Consequentemente, o colesterol nao e retirado do 
sangue; ele acumula-se nas celulas espumosas e contribui 
para a formagao das placas ateroscleroticas. A sintese do 
colesterol endogeno continua, apesar da quantidade ex- 
cessiva de colesterol no sangue, ja que o colesterol extra- 
celular nao pode entrar nas celulas para regular a sintese 
intracelular (Figura 21-44). Uma classe de farmacos cha- 
mada de estatinas, alguns isolados de fontes naturals e 
alguns sintetizados pela industria farmaceutica, e utilizada 
no tratamento de pacientes com hipercolesterolemia fa¬ 
miliar e com outras condigoes envolvendo niveis sericos 
elevados de colesterol. As estatinas assemelham-se ao me- 
valonato (Quadro 21-3) e sao inibidores competitivos da 
HMG-CoA-redutase. ■ 


0 transporte reverso do colesterol por HDL se opoe a 
formagao da placa e da aterosclerose 

0 HDL tern um papel crucial na via do transporte reverso 
do colesterol (Figura 21-47), reduzindo o potencial dano 
na formagao das celulas espumosas. 0 HDL esgotado (com 
baixo nivel de colesterol) captura o colesterol armazenado 
nos tecidos extra-hepaticos (incluindo de celulas espumo¬ 
sas de placas nascentes) e o transporta para o figado. Dois 
transportadores que ligam ATP (ABC) estao envolvidos 
na saida de colesterol das celulas espumosas. Nesse pro- 
cesso, apoA-I interage com o transportador ABC (ABCAl) 
em uma celula rica em colesterol. ABCA-1 transporta uma 
fragao do colesterol de dentro da celula para a superficie 
externa da membrana plasmatica, onde apoA-I livre de li- 
pideos ou pobre em lipideos o captura e o transporta para 
o figado. Outro transportador ABC (ABCCl) interage com 




Akira Endo Alfred Alberts 


Universidade do Texas-Southwestern. Brown e Coldstein 
comegaram a trabalhar com Endo e confirmaram sens re- 
sultados. Alguns resultados drasticos dos primeiros testes 
clinicos limitados convenceram diversas industrias farma- 
ceuticas a unirem-se a busca por estatinas. Uma equipe da 
Merck, liderada por Alfred Alberts e P. Roy Vagelos, iniciou 
uma triagem de culturas de fungos e encontrou um resul- 
tado positive apos a triagem de apenas 18 culturas. A nova 
estatina foi chamada de lovastatina (Figura Q-1). Um ru¬ 
mor de que a compactina, em altas doses, era carcinogeni- 
ca em caes quase marginalizou a corrida para desenvolver 
as estatinas em 1980, mas os beneficios aos pacientes com 
hipercolesterolemia familiar ja eram evidentes. Depois de 
muitas consultas a especialistas ao redor do mundo e ao 
setor de controle de drogas e alimentos nos Estados Uni- 
dos (Food and Drug Administration), a Merck prosseguiu 
cuidadosamente na produgao da lovastatina. Testes inten- 
sos ao longo das duas decadas seguintes nao revelaram 
efeitos carcinogenicos da lovastatina ou das novas gera- 
goes de estatinas que surgiram desde entao. 

As estatinas inibem a HMC-CoA-redutase, em parte 
por mimetizarem a estrutura do mevalonato (Figura Q-1), 
e, assim, inibirem a sintese do colesterol. 0 tratamento 
com lovastatina diminui o colesterol serico em ate 30% em 


pessoas com hipercoles¬ 
terolemia resultante de 
uma copia defeituosa do 
gene para o receptor de 
LDL. Quando combinado 
com uma resina que pode 
ser ingerida e que liga 
acidos biliares e previne 
sua absorgao pelo intes¬ 
tine, 0 farmaco e ainda 
mais efetivo. 

As estatinas sao, 
atualmente, os farmacos 
mais amplamente utiliza- 
P. Roy Vagelos ^ redugao do ni¬ 

vel do colesterol serico. 
Os efeitos colaterais sao sempre uma preocupagao quan¬ 
do se utilizam farmacos, mas as estatinas representam 
um case em que muitos dos efeitos colaterais sao positi¬ 
ves. Esses farmacos podem melhorar o fluxo sanguineo, 
aumentar a estabilidade das placas ateroscleroticas (de 
modo que elas nao rompem, obstruindo o fluxo sangui¬ 
neo) , reduzir a agregagao plaquetaria e inibir a inflama- 
gao vascular. Alguns desses efeitos ocorrem antes da 
redugao dos niveis do colesterol em pacientes ingerindo 
estatinas pela primeira vez, e podem estar relacionados a 
uma inibigao secundaria da sintese de isoprenoides pelas 
estatinas. No entanto, nem todos os efeitos das estati¬ 
nas sao positivos. Em alguns pacientes, geralmente entre 
aqueles ingerindo estatinas em combinagao com outros 
farmacos redutores do colesterol, ocorre dor ou fraque- 
za muscular que podem tornar-se graves ou ate mesmo 
debilitantes. Uma lista razoavelmente longa de outros 
efeitos colaterais tern sido documentada em pacientes, 
no entanto a maioria e rara. Para a maior parte dos pa¬ 
cientes, entretanto, o decrescimo mediado pelas estati¬ 
nas nos riscos associados com as doengas coronarianas 
pode ser significative. Como todos os medicamentos, as 
estatinas devem ser utilizadas apenas sob recomendagao 
medica. 



P. Roy Vagelos 
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ABCA 1 defeituosa na doen^a de Tangier 



FIGURA 21-47 O transporte reverse do colesterol. ApoA-l e HDL cap- 
tarn o excesso de colesterol das celulas perifericas, com a participapao dos 
transportadores ABCAl e ABCGl e retornam para o figado. Em individuos 
com defeito genetico em ABCAl, a falha no transporte reverse de coleste¬ 
rol leva a doenpas cardiovasculares severas e precoces: doenpa de Tangier e 
doenpa da deficiencia de HDL familiar. 


HDL madura, facilitando o movimento de colesterol para 
fora da celula e para HDL. Esse processo de efluxo e par- 
ticularmente cntico quando envolve o transporte reverse 
do colesterol para fora das celulas espumosas no local das 
placas que se formam nos vasos sangumeos de individuos 
com doenga cardiovascular. 


quase indetectaveis (Figura 21-47). Essas duas doengas ge- 
neticas sao o resultado de mutagoes na proteina ABCAl. A 
apoA-I na HDL sem colesterol nao pode captar colesterol 
das celulas carentes da proteina ABCAl, e apoA-I e a HDL 
pobre em colesterol sao rapidamente removidas do sangue 
e destruidas. Tanto a deficiencia de HDL familiar como a 
doenga de Tangier sao muito raras (em todo o mundo, me- 
nos de 100 familias com a doenga de Tangier sao conheci- 
das), mas a existencia dessas doengas estabelece uma fun- 
gao para as proteinas ABCAl e ABCGl na regulagao dos 
niveis plasmaticos de HDL. ■ 

Os hormonios esteroides sao formados por clivagem da 
cadeia lateral e oxida^ao do colesterol 

Os humanos produzem todos os sens hormonios esteroides 
a partir do colesterol (Figura 21-48). Duas classes de hor¬ 
monios esteroides sao sintetizadas no cortex da glandula 
suprarrenal: os mineralocorticoides, que controlam a re- 
absorgao de ions inorganicos (Na^, CL e HCOg”) pelos rins, 
e os glicocorticoides, que auxiliam na regulagao da glico- 
neogenese e reduzem a resposta inflamatoria. Os hormonios 
sexuais sao produzidos nas gonadas masculinas e femininas 
e na placenta. Entre eles estao a progesterona, que regu- 
la o ciclo reprodutivo feminino, e os androgenios (como 
a testosterona) e os estrogenios (como o estradiol), que 
influenciam no desenvolvimento das caracteristicas sexuais 
secundarias em machos e em femeas, respectivamente. Os 
hormonios esteroides sao efetivos em concentragoes muito 
baixas, sendo assim sintetizados em quantidades relativa- 
mente pequenas. Em comparagao com os sais biliares, sua 
produgao consome relativamente pouco colesterol. 


Na deficiencia de HDL familiar, os niveis de HDL 
sao muito baixos: e na doenca de Tangier, eles sao 
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FIGURA 21 -48 Alguns hormdnios esteroides derivados do colesterol. 

As estruturas de alguns desses compostos sao mostradas na Figura 10-19. 


CH3 

C=0 



A sintese dos hormonios esteroides requer a remogao 
de alguns on de todos os carbonos na cadeia lateral do 
C-17 do anel D do colesterol. A remogao da cadeia lateral 
ocorre na mitocondria dos tecidos esteroidogenicos. A re¬ 
mogao envolve a hidroxilagao de dois carbonos adjacentes 
na cadeia lateral (C-20 e C-22), seguindo-se a clivagem da 
ligagao entre eles (Figura 21-49). A formagao dos diver- 
sos hormonios tambem envolve a introdugao de atomos de 
oxigenio. Todas as reagoes de hidroxilagao e oxigenagao na 
biossintese dos esteroides sao catalisadas por oxidases de 
fungao mista (Quadro 21-1) que utilizam NADPH, Og e cito- 
cromo P-450 mitocondrial. 

Os intermediarios na biossintese de colesterol tern 
muitos destinos alternativos 

Alem de sua fungao como intermediario na biossintese de 
colesterol, o isopentenil-pirofosfato e o precursor ativado 
de uma ampla gama de biomoleculas com fungoes biologi- 
cas distintas (Figura 21-50). Entre elas incluem-se as vi- 
taminas A, E e K; pigmentos vegetais como o caroteno e a 
cadeia fitol da clorofila; borracha natural; muitos oleos es- 
senciais (como os principios aromaticos dos oleos de limao. 
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Isocaproaldeido 



Pregnenolona 


FIGURA 21-49 Clivagem da cadeia lateral na smtese de hormdnios 
esteroides. 0 citocromo P-450 atua como transportador de eletrons neste 
sistema de oxidases de funpao mista que oxida atomos de carbono adja- 
centes. 0 processo tambem requer as proteinas transportadoras de eletrons 
adrenodoxina e adrenodoxina-redutase. Esse sistema de clivagem de cadeias 
laterais e encontrado na mitocondria das celulas do cortex da suprarrenal, 
ativo na produqao de hormdnios esteroides. A pregnenolona e o precursor 
detodos os outros hormdnios esteroides (ver Figura 21-48). 


eucalipto e almiscar); hormonio juvenil de insetos, que con- 
trola a metamorfose; dolicois, que atuam como transpor- 
tadores soluveis de lipideos na smtese de polissacandeos 
complexes; e ubiquinona e plastoquinona, transportadores 
de eletrons na mitocondria e nos cloroplastos. Coletivamen- 
te, essas moleculas sao chamadas de isoprenoides. Mais de 
20.000 moleculas isoprenoides distintas foram descobertas 
na natureza, e centenas de novas moleculas desse tipo sao 
descritas a cada ano. 

A prenilagao (ligagao covalente de um isoprenoide; ver 
Figura 27-35) e um mecanismo comum pelo qual proteinas 
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FIGURA 21-50 Visao geral da biossmtese dos isoprenoides. As es- 

truturas da maioria dos produtos finals aqui mostrados sao fornecidas no 
Capitulo 10. 


sao ancoradas a superficie interna de membranas celulares 
em mamiferos (ver Figura 11-15). Em algumas dessas pro- 
teinas, o lipideo acoplado e o grupo farnesila de 15 carbonos; 
outras tern o grupo geranil-geranila de 20 carbonos. Enzi- 
mas distintas atuam na ligagao dos dois tipos de lipideos. 
E possivel que as reagoes de prenilagao direcionem as pro¬ 
teinas para membranas distintas, dependendo de qual lipi¬ 
deo esta acoplado. A prenilagao de proteinas e outra fungao 
importante dos derivados do isopreno da via do colesterol. 

RESUMO 21.4 Colesterol, esteroides e isoprenoides: 
biossmtese, regula^ao e transporte 

► 0 colesterol e formado a partir de acetil-CoA em uma 
serie complexa de reagoes, das quais participam os 
intermediarios /3-hidroxi-j8-metilglutaril-CoA, mevalo- 
nato e dois isoprenos ativados, dimetilalil-pirofosfato e 
isopentenil-pirofosfato. A condensagao de unidades de 
isopreno produz o composto aciclico esqualeno, que e 
ciclizado, gerando o sistema de aneis esteroides e a ca¬ 
deia lateral. 

► 0 colesterol e os esteres de colesterila sao transporta- 
dos no sangue como lipoproteinas plasmaticas. A VLDL 
transporta o colesterol, os esteres de colesterila e os 
triacilglicerois do figado para os demais tecidos, onde os 
triacilglicerois sao degradados pela lipase lipoproteica, 
convertendo VLDL em LDL. A LDL, rica em colesterol 
e sens esteres, e captada por endocitose mediada por 
receptor, em que a apolipoproteina B-lOO da LDL e re- 
conhecida pelos receptores na membrana plasmatica. 
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► A sintese e o transporte de colesterol estao sob regula- 
gao complexa por hormonios, pelo conteudo de coles¬ 
terol celular e pelo nivel energetico (concentragao de 
AMP). HMG-CoA redutase e regulada alostericamente 
e por modificagao covalente. Alem disso, as velocida- 
des de sintese e de degradagao sao controladas por um 
complexo de tres proteinas: Insig, SCAP e SREBP, que 
detectam os mveis de colesterol e provocam o aumento 
da sintese on da degradagao da HMG-CoA-redutase. 0 
numero de receptores de LDL por celula tambem e re- 
gulado pelo conteudo de colesterol. 

► Condigoes alimentares on defeitos geneticos no metabo- 
lismo do colesterol podem levar a aterosclerose e a doen- 
gas cardiacas. No transporte reverse do colesterol, HDL 
remove colesterol dos tecidos perifericos, transportando- 
-0 para o figado. Por reduzir o conteudo de colesterol das 
celulas espumosas, HDL protege contra aterosclerose. 

► Os hormonios esteroides (glicocorticoides, mineralocor- 
ticoides e hormonios sexuais) sao produzidos a partir 
do colesterol por alteragao da cadeia lateral e introdu- 
gao de atomos de oxigenio no sistema de aneis dos es¬ 
teroides. Alem do colesterol, uma ampla variedade de 
compostos isoprenoides e derivada do mevalonato por 
meio de condensagoes do isopentenil-pirofosfato e do 
dimetilalil-pirofosfato. 

► A prenilagao de algumas proteinas as direciona para as- 
sociagoes com membranas celulares e e essencial para 
suas atividades biologicas. 


Termos-chave 

Os termos em negrito estdo definidos no glossdrio. 


malonil-CoA 833 
acetil-CoA-carboxilase 833 
acido graxo-sintase 834 
proteina transportadora de 
grupos acila (AGP) 836 
acil-CoA graxo-dessaturase 
843 

oxidases de fungao mista 

843 

estearoil-ACP-dessaturase 
(EAD) 843 

oxigenases de fungao 
mista 844 
citocromo P-450 844 

acidos graxos essenciais 
845 

prostaglandina 845 

cicloxigenase (COX) 845 
prostaglandina H 2 -sintase 
845 

tromboxano-sintase 847 

tromboxano 847 
leucotrieno 847 

glicerol-3-fosfato- 
-desidrogenase 848 
ciclo do triacilglicerol 850 
gliceroneogenese 850 
tiazolidinedionas 852 
fosfatidilserina 853 


fosfatidilglicerol 853 
fosfatidiletanolamina 853 

cardiolipina 855 

fosfatidilcolina 855 

plasmalogenio 856 

fator ativador de plaquetas 
856 

cerebrosideo 857 
esfingomielina 857 
gangliosideo 857 
isopreno 859 
mevalonato 860 
jS -hidr oxi-j8 -me tilglut aril- C o A 
(HMG-CoA) 860 
HMG-CoA-sintase 860 
HMG-CoA-redutase 860 
esqualeno 861 
acidos biliares 864 
esteres de colesterila 864 
apolipoproteinas 864 
quilomicron 865 
via exogena 866 
lipoproteina de densidade 
muito baixa (VLDL) 

866 

lipoproteina de densidade 
baixa (LDL) 867 
via endogena 867 
receptores de LDL 867 


endocitose mediada por 
receptor 868 
lipoproteina de alta 
densidade (HDL) 869 
transporte reverse de 
colesterol 869 
circulagao entero- 
hepatica 869 
proteinas de ligagao ao 
elemento regulatorio de 
esterol (SREBP) 870 


proteina ativadora da clivagem 
de SREBP (SCAP) 870 
proteina induzida por 
insulina (Insig) 870 
receptor hepatico X 
(RHX) 871 
receptor X de 
retinoides(RXR) 871 
aterosclerose 871 
celula espumosa 871 
estatina 873 
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Problemas 

1. Destino do carbono na smtese dos acidos graxos. Uti- 
lizando seu conhecimento sobre a biossmtese de acidos graxos, 
de uma explicagao para as seguintes observagoes experimentais: 

(a) A adigao de acetil-CoA, uniformemente marcada com 
a uma fragao soluvel de figado gera palmitato uniforme¬ 
mente marcado com o 

(b) Entretanto, a adigao de tragos de acetil-CoA unifor¬ 
memente marcada com na presenga de um excesso de 
malonil-CoA nao marcada a uma fragao soluvel de figado gera 
palmitato marcado com apenas em C-15 e C-16. 

2. Smtese de acidos graxos a partir da glicose. Depois de 
uma pessoa ter ingerido grande quantidade de sacarose, a glico¬ 
se e a frutose que excedem as necessidades caloricas sao trans- 
formadas em acidos graxos para a smtese de triacilglicerois. A 
smtese de acidos graxos consome acetil-CoA, ATP e NADPH. 
Como essas substancias sao produzidas a partir de glicose? 

3. Equagao global da smtese de acidos graxos. Escreva 
a equagao global para a biossmtese de palmitato em figado de 
rato, a partir de acetil-CoA mitocondrial e NADPH, ATP e CO 2 
citosolicos. 


4. \Ta do hidrogenio na smtese de acidos graxos. Con- 
sidere uma preparagao que contenha todas as enzimas e todos 
os cofatores necessarios para a biossmtese de acidos graxos a 
partir de acetil-CoA e malonil-CoA. 

(a) Se [2-^H]acetil-CoA (marcada com deuterio, o isotopo 
pesado do hidrogenio) 


I 

C — 

I 



'S-CoA 


e um excesso de malonil-CoA nao marcada sao adicionadas 
como substratos, quantos atomos de deuterio sao incorporados 
em cada molecula de palmitato? Quais sao suas localizagoes? 
Explique. 

(b) Se acetil-CoA nao marcada e [2-^H]malonil-CoA 


2H 

I 

ooc-c- 

I 

m 



S-CoA 


sao adicionadas como substratos, quantos atomos de deuterio 
sao incorporados em cada molecula de palmitato? Quais sao 
suas localizagoes? Explique. 

5. Energetica da )3-cetoacil-ACP-sintase. Na reagao de 
condensagao catalisada pela j8-cetoacil-ACP-sintase (ver Figu- 
ra 21-6), uma unidade de quatro carbonos e sintetizada pela 
combinagao de uma unidade de dois carbonos com uma unida¬ 
de de tres carbonos, e com a liberagao de CO 2 . Qual a vantagem 
termodinamica desse processo sobre aquele que simplesmente 
combina duas unidades de dois carbonos? 


Protomero (inativo) v ^ polimero filamentoso (ativo) 

Citrato e isocitrato ligam-se, preferencialmente, a forma fila- 
mentosa e palmitoil-CoA liga-se, preferencialmente, ao proto¬ 
mero. 

Explique como essas propriedades sao consistentes com 
o papel regulador da acetil-CoA-carboxilase na biossmtese de 
acidos graxos. 

7. Transporte de grupos acetila atraves da membra- 
na interna da mitocondria. 0 grupo acetila da acetil-CoA, 
produzido pela descarboxilagao oxidativa do piruvato dentro 
da mitocondria, e transferido para o citosol pela langadeira de 
grupos acetil esquematizada na Figura 21-10. 

(a) Escreva a equagao global para a transferencia de um 
grupo acetila da mitocondria para o citosol. 

(b) Qual e 0 custo desse processo em ATP por grupo acetila? 

(c) No Capitulo 17, encontramos um transportador de gru¬ 
po acila na transferencia de acil-CoA graxo do citosol para a 
mitocondria na preparagao para a j8-oxidagao (ver Figura 17- 
6). Um resultado desse transporte e a separagao dos conjuntos 
mitocondrial e citosolico de CoA. A langadeira de grupos aceti¬ 
la tambem realiza essa fungao? Explique. 

8. Necessidade de oxigenio para as dessatnrases. A 

biossmtese de palmitoleato (ver Figura 21-12), acido graxo in- 
saturado comum, com uma ligagao dupla cis na posigao A^, uti- 
liza palmitato como precursor. A smtese de palmitoleato pode 
ser realizada em condigoes estritamente anaerobias? Explique. 

9. Custo energetico da smtese de triacilglicerois. Uti¬ 
lize a equagao global para a biossmtese de tripalmitoilglicerol 
(tripalmitina) a partir de glicerol e palmitato para mostrar 
quantos ATP sao necessarios por molecula de tripalmitina 
formada. 

10. Renovagao dos triacilglicerois no tecido adipo- 

so. Quando [^^C]glicose e adicionada a dieta balanceada de 
rat os adult os, nao ha aumento na quantidade total de triacil¬ 
glicerois estocados, mas os triacilglicerois tornam-se marcados 
com Explique. 

11. Custo energetico da smtese de fosfatidilcolina. Es¬ 
creva a sequencia de etapas e a reagao global para a biossmtese 
de fosfatidilcolina pela via de salvagao a partir de oleato, pal¬ 
mitato, di-hidroxiacetona-fosfato e colina. Iniciando com esses 
precursores, qual e o custo (em numero de ATP) da smtese de 
fosfatidilcolina pela via de salvagao? 

12. Via de salvagao para a smtese de fosfatidilcoli¬ 
na. Um rato jovem mantido em dieta deficiente em metionina 
nao se desenvolve adequadamente a nao ser que seja inclmda 
colina na dieta. Explique. 

13. Smtese de isopentenil-pirofosfato. Se 2[‘"C]acetil- 

-CoA e adicionada a um homogeneizado de figado de rato que 
esta sintetizando colesterol, onde aparecera a marcagao com 
no A^-isopentenil-pirofosfato, a forma ativada de uma uni¬ 
dade isopreno? 


6. Modulagao da acetil-CoA-carboxilase. A acetil-CoA- 
-carboxilase e o principal local de regulagao na biossmtese dos 
acidos graxos. Algumas das propriedades da enzima sao des- 
critas abaixo. 

(a) A adigao de citrato ou isocitrato eleva o da enzima 
em ate 10 vezes. 

(b) A enzima existe em duas formas interconversiveis que 
diferem muito em suas atividades: 


14. Doadores ativados na smtese de lipideos. Na bios¬ 
smtese de lipideos complexos, os componentes sao reunidos 
pela transferencia do grupo apropriado de um doador ativado. 
Por exemplo, o doador ativado de grupos acetila e a acetil-CoA. 
Para cada um dos grupos seguintes, fornega a forma do doador 
ativado: (a) fosfato; (b) D-glicosila; (c) fosfoetanolamina; (d) 
D-galactosila; (e) acila graxo; (f) metila; (g) o grupo de dois 
carbonos na biossmtese de acidos graxos; (h) A^-isopentenila. 
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15. Importancia das gorduras na dieta. Quando ratos 
jovens sao alimentados com uma dieta totalmente livre de gor- 
dura, eles crescem muito pouco, desenvolvem uma dermatite 
escamosa, perdem pelo e morrem em pouco tempo - sintomas 
que podem ser prevenidos se linoleato ou material vegetal e 
inclmdo na dieta. 0 que faz do linoleato um acido graxo essen- 
cial? Por que o material vegetal pode ser utilizado? 

16. Regula^ao da biossmtese de colesterol. 0 coleste- 
rol em humanos pode ser obtido a partir da dieta ou sintetiza- 
do de novo. Um humano adulto com dieta pobre em colesterol 
sintetiza, geralmente, 600 mg de colesterol por dia no figado. 
Se a quantidade de colesterol na dieta e elevada, a sintese de 
novo do colesterol e drasticamente reduzida. Como ocorre 
essa regulagao? 


estatina geralmente exibem uma redugao dramatica do coles¬ 
terol serico. Entretanto, a quantidade da enzima HMG-CoA- 
-redutase presente nas celulas pode aumentar substancialmen- 
te. Sugira uma explicagao para esse efeito. 

18. Fungoes dos tiol-esteres na biossmtese de coles¬ 
terol. Esquematize um mecanismo para cada uma das tres 
reagoes mostradas na Figura 21-34, detalhando a via para a 
sintese de mevalonato a partir de acetil-CoA. 


nham sido realizados para documentar os beneficios e os efei- 
tos colaterais, alguns medicos sugerem que pacientes em trata- 
mento com estatinas tambem utilizem suplemento de coenzima 
Q. Sugira uma razao para essa recomendagao. 


^ 1 19. Potenciais efeitos colaterais do tratamento 
. ^ com estatinas. Embora testes clinicos ainda nao te- 


T 


17. Redngao dos niveis de colesterol serico com 
estatinas. Pacientes tratados com um farmaco do tipo 


Problema de analise de dados 

20. Engenharia genetica em E, coli para a prodngao de 
grandes qnantidades de nm isoprenoide. Uma grande va- 
riedade de isoprenoides ocorre naturalmente, alguns deles seu- 
do produzidos industrialmente, tendo importancia medica e/ou 
comercial. Os metodos de produgao incluem a sintese enzima- 
tica in vitro, que e um processo caro e de baixo rendimento. 
Em 1999, Wang, Oh e Liao publicaram sens experimentos para 
modificar geneticamente a bacteria de facil crescrmento E. coli 
para produzir grandes qnantidades de astaxantina, um isopre¬ 
noide importante comercialmente. 

A astaxantina e um pigmento carotenoide laranja-averme- 
Ihado (um antioxidante) produzido por uma alga marinha. Ani¬ 
mals marinhos como camarao, lagosta e alguns peixes que se 
alimentam de algas tern suas coloragoes laranja devido a inges- 
tao de astaxantina. A astaxantina e composta por oito unidades 
isoprenoides; sua formula molecular e C 4 QH 52 O 4 : 



(a) Circule as oito unidades isoprenoides na molecula de 
astaxantina. Dica: Use os grupos metila projetados como guia. 

A astaxantina e sintetizada pela via mostrada na proxima 
pagina, iniciando com A^-isopentenil-pirofosfato (IPP). As eta- 


pas O e © estao mostradas na Figura 21-36, e a reagao catalisa- 
da pela IPP-isomerase e mostrada na Figura 21-35. 

(b) Na etapa O da via, duas moleculas de geranil-geranil- 
-pirofosfato sao ligadas, formando fitoeno. Esta e uma ligagao 
cabega com cabega ou cabega com cauda? (Mais detalhes na 
Figura 21-36.) 

(c) Descreva brevemente a reagao quimica na etapa ©. 

(d) A sintese de colesterol (Figura 21-37) inclui uma ci- 
clizagao (fechamento de anel) que envolve a oxidagao liquida 
por O 2 . A ciclizagao na etapa @ da via sintetica da astaxantina 
requer a oxidagao liquida do substrato (licopeno)? Explique 
sens argument os. 

A E. coli nao produz grandes qnantidades de muitos iso¬ 
prenoides e nao sintetiza astaxantina. Ela e conhecida por 
sintetizar pequenas qnantidades de IPP, DMAPP, geranil-pi- 
rofosfato, farnesil-pirofosfato e geranil-geranil-pirofosfato. 
Wang e colaboradores clonaram varies dos genes de E. coli 
que codificam as enzimas necessarias para a sintese de asta¬ 
xantina em plasmideos que permitem sua superexpressao. 
Esses genes incluem o idi, que codifica a IPP-isomerase, e 
o ispA, que codifica uma prenil-transferase que catalisa as 
etapas O e @. 

Para modificar geneticamente uma E. coli, tornando-a 
capaz de realizar a via completa da astaxantina, Wang e cola¬ 
boradores clonaram varios genes de outras bacterias em plas¬ 
mideos que permitiriam sua superexpressao emE. coli. Esses 
genes incluiam crtE da Erwinia uredovora, que codifica uma 
enzima que catalisa a etapa 0; e crtB, crti, crtY, crtZ e crtW da 
Agrobacterium aurantiacum, que codificam as enzimas das 
etapas O, ©, 0 , O e 0 , respectivamente. 

Os investigadores tambem clonaram o gene gps da Archa- 
eoglobusfulgidus, superexpressaram esse gene emE'. coli, e 
extrairam o produto genico. Quando esse extrato foi incubado 
com [^^C]IPP e DMAPP ou com geranil-pirofosfato, ou farnesil- 
-pirofosfato, apenas o geranil-geranil-pirofosfato marcado com 

foi produzido em todos os casos. 

(e) Com base nesses dados, qual(is) etapa(s) da via e(sao) 
catalisada(s) pela enzima codificada pelo gps? Explique seu 
raciocinio. 

Wang e colaboradores construiram entao diversas linha- 
gens de E. coli superexpressando os diferentes genes, e medi- 
ram a cor laranja das colonias (colonias de E. coli do tipo sel- 
vagem sao brancas) e a quantidade de astaxantina produzida. 
Sens resultados estao mostrados a seguir. 

Corde Produgao de astaxantina 


Linhagem Genes superexpressos laranja (fig/g de peso seco) 


1 

crtBIZYW 

- 

ND 

2 

crtBIZYW, ispA 

- 

ND 

3 

crtBIZYW, idi 

- 

ND 

4 

crtBIZYW, idi, ispA 

- 

ND 

5 

crtBIZYW, crtE 

+ 

32,8 

6 

crtBIZYW, crtE, ispA 

+ 

35,3 

7 

crtBIZYW, crtE, idi 

+ + 

234,1 

8 

crtBIZYW, crtE, idi, ispA 

+ + + 

390,3 

9 

crtBIZYW, gps 

+ 

35,6 

10 

crtBIZYW, gps, idi 

+ + + 

1.418,8 


Nota: ND = nao determinado. 


(f) Comparando os resultados para as linhagens de 1 a 4 
com aqueles para as linhagens de 5 a 8 , o que voce pode con- 
cluir sobre o nivel de expressao de uma enzima capaz de catali- 
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A®-Isopentenil-pirofosfato (IPP) 


IPP-isomerase 


O Dimetilalil-pirofosfato 
(DMAPP) 

Geranil-pirofosfato (C^o) + PPi 


IPP 


Farnesil-pirofosfato (C15) + PP^ 



O ^ Geranil-geranil-pirofosfato 



Astaxantina (C40) 


sar a etapa © da via sintetica da astaxantina em E. coli do tipo 
selvagem? Explique sens argumentos. 

(g) Com base nos dados, qual enzima e limitante nessa via, 
a IPP-isomerase on a enzima codificada pelo idil Explique sen 
raciocinio. 

(h) Voce esperaria que uma linhagem superexpressando 
crtBIZYW, gps e crtE produza baixos (+), medios (++) on al¬ 


tos (++ +) niveis de astaxantina, medidos por sua cor laranja? 
Explique sens argumentos. 

Referenda 

Wang, C.-W, Oh, M.-K., & Liao, J.C. (1999) Engineered 
isoprenoid pathway enhances astaxanthin production in 
Escherichia coli. Biotechnol. Bioeng. 62, 235-241. 
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22.1 Visao geral do metabolismo do nitrogenio 881 

22.2 Biossmtese deaminokidos 891 

22.3 Moleculas derivadas de aminokidos 902 

22.4 Biossmtese e degrada^ao de nucleotideos 910 

0 nitrogenio perde apenas para o carbono, o hidrogenio 
e o oxigenio em sua contribuigao para a massa dos sis- 
temas vivos. A maior parte desse nitrogenio esta ligada 
a estrutura de aminoacidos e nucleotideos. Neste capitulo, 
serao abordados todos os aspectos do metabolismo desses 
compostos nitrogenados, exceto o metabolismo dos ami¬ 
noacidos, que foi discutido no Capitulo 18. 

A discussao conjunta das vias biossinteticas dos aminoa¬ 
cidos e dos nucleotideos e uma abordagem valida, nao ape¬ 
nas porque as duas classes de moleculas contem nitrogenio 
(oriundo de fontes biologicas em comum), mas porque os 
dois conjuntos de vias encontram-se intensamente entrela- 
gados, com diversos intermediarios-chave em comum. Cer- 
tos aminoacidos on partes de aminoacidos sao incorporados 
nas estruturas de purinas e pirimidinas e, em um caso, par¬ 
te de um anel purico e incorporado em um aminoacido (a 
histidina). Os dois conjuntos de vias tambem compartilham 
muito da quimica, em especial uma preponderancia de rea- 
goes envolvendo a transferencia de nitrogenio on de grupos 
de um carbono. 

As vias aqui descritas podem ser intimidantes para 
um estudante iniciando seus estudos de bioquimica. Sua 
complexidade surge nao tanto da propria quimica, que 
em muitos casos e bem compreendida, mas do grande 
numero de etapas e da variedade de intermediarios. Es- 
sas vias serao mais bem compreendidas focalizando-se os 
principios metabolicos ja discutidos, os intermediarios e 
precursores-chave e as classes comuns de reagoes. Mesmo 
um olhar superficial para a quimica pode ser recompen- 
sador, pois nessas vias ocorrem algumas das transforma- 
goes quimicas mais incomuns nos sistemas biologicos; por 
exemplo, sao encontrados exemplos notaveis da rara utili- 
zagao biologica dos metais molibdenio, selenio e vanadio. 
Esse esforgo tambem oferece vantagens praticas, espe- 
cialmente para alunos de medicina humana ou veterinaria. 
Descobriu-se que muitas doengas geneticas de humanos 


e animals devem-se a ausencia de uma ou mais enzimas 
do metabolismo dos aminoacidos e nucleotideos, e mui¬ 
tos medicamentos utilizados comumente para combater 
doengas infecciosas sao inibidores de enzimas dessas vias 
- assim como diversos dos mais importantes agentes da 
quimioterapia anticancer. 

A regulagao e crucial na biossmtese de compostos ni¬ 
trogenados. Ja que cada aminoacido e cada nucleotideo sao 
necessarios em quantidades relativamente pequenas, o flu- 
xo metabolico pela maioria dessas vias e muito menor que 
o fluxo biossintetico de carboidratos e gorduras nos tecidos 
animals. Uma vez que os diferentes aminoacidos e nucleo¬ 
tideos devem ser produzidos nas proporgoes adequadas e 
no momento certo para a sintese de proteinas e acidos nu- 
cleicos, suas vias biossinteticas devem ser reguladas e coor- 
denadas umas as outras com precisao. Alem disso, uma vez 
que aminoacidos e nucleotideos sao moleculas carregadas, 
seus niveis devem ser regulados para manter um equilibrio 
eletroquimico na celula. Como foi discutido nos capitulos 
anteriores, as vias metabolicas podem ser controladas por 
alteragoes na atividade ou na quantidade de enzimas espe- 
cificas. As vias abordadas neste capitulo fornecem alguns 
dos exemplos mais bem compreendidos de regulagao da 
atividade enzimatica. 0 controle das quantidades de dife¬ 
rentes enzimas em uma celula (ou seja, de sua sintese e 
degradagao) e um topico que sera estudado no Capitulo 28. 

22.1 Visao geral do metabolismo do nitrogenio 

As vias biossinteticas que levam a produgao de aminoa¬ 
cidos e nucleotideos compartilham uma caracteristica: a 
necessidade de nitrogenio. Uma vez que compostos nitro¬ 
genados soluveis e biologicamente uteis sao escassos em 
ambientes naturals, a maior parte dos organismos mantem 
uma estrita economia em sua utilizagao de amonia, ami¬ 
noacidos e nucleotideos. De fato, como sera visto, ami¬ 
noacidos, purinas e pirimidinas livres, formados durante a 
renovagao metabolica de proteinas e acidos nucleicos, fre- 
quentemente sao utilizados em vias de salvagao, isto e, sao 
reutilizados. Inicialmente serao examinadas as vias pelas 
quais o nitrogenio do ambiente e introduzido nos sistemas 
biologicos. 
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0 cicio do nitrogenio permite a manuten^ao de urn 
conjunto de nitrogenio biologicamente disponivel 

A fonte mais importante de nitrogenio e o ar, que apresenta 
quatro quintos de sua constituigao em nitrogenio molecu¬ 
lar (Ng). Relativamente poucas especies podem converter o 
nitrogenio atmosferico em formas uteis para os organismos 
vivos. Na biosfera, os processos metabolicos de diferentes 
especies funcionam de forma interdependente, salvando e 
reutilizando formas de nitrogenio biologicamente disponi- 
veis em um vasto cicio do nitrogenio (Figura 22-1). 0 
primeiro passo no cicio e a fixagao (redugao) do nitroge¬ 
nio atmosferico, por bacterias fixadoras de nitrogenio, pro- 
duzindo amonia (NHg on NH 4 ). Embora a amonia possa ser 
utilizada pela maior parte dos organismos vivos, bacterias 
do solo, que obtem sua energia pela oxidagao da amonia em 
nitrito (NOg) e, por fim, em nitrato (NOg), sao tao abundan- 
tes e ativas que praticamente toda a amonia que chega ao 
solo e oxidada a nitrato. Esse processo e denominado nitri- 
ficagao. Plantas e muitas bacterias podem captar e reduzir 
facilmente nitrato e nitrito a amonia, pela agao de nitrato e 
nitrito-redutases. A amonia assim produzida e incorporada 
nos aminoacidos pelas plantas. Animals podem utilizar as 
plantas como fonte de aminoacidos, tanto nao essenciais 
quanto essenciais, para construir suas proteinas. Quando os 
organismos morrem, a degradagao microbiana de suas pro- 
teinas retorna a amonia ao solo, onde bacterias nitrificantes 
novamente a convertem em nitrito e nitrato. Um equilibrio 
entre o nitrogenio fixado e o nitrogenio atmosferico e man- 
tido por bacterias que reduzem nitrato a Ng em condigoes 
anaerobias, processo denominado desnitrificagao (Figura 
22-1). Essas bacterias do solo utilizam NOg, e nao Og, como 
aceptor final de eletrons, em uma serie de reagoes que, da 
mesma forma que a fosforilagao oxidativa, gera um gradien- 
te de protons transmembrana, que e utilizado para sinteti- 
zar ATP. 

0 cicio do nitrogenio pode sofrer uma especie de “curto- 
-circuito”, promovido por um grupo de bacterias, as quais 
realizam a oxidagao anaerobia da amonia, on anamox 
(Figura 22-1), processo que converte amonia e nitrito em 
Ng. Entre 50 e 70% da conversao da NHg em Ng na biosfera 
pode ocorrer por meio dessa via, que so foi detectada na 
decada de 1980. Os organismos anaerobios obrigatorios que 


promovem a anamox sao fascinantes por suas caracteristi- 
cas e fornecem algumas solugoes uteis relativas aos proble- 
mas de tratamento de rejeitos (Quadro 22-1). 

Agora serao examinados os processos geradores da 
amonia que e incorporada em microrganismos, nos vegetais 
e nos animals que deles se alimentam. 

Mais de 90% do NH 4 gerado por plantas vasculares, al- 
gas e microrganismos vem da assimilagao do nitrato, em um 
processo que compreende duas etapas. Inicialmente, o NOg 
e reduzido a NOg pela nitrato-redutase, e entao o NOg e 
reduzido a NH 4 em uma transferencia de seis eletrons, 
catalisada pela nitrito-redutase (Figura 22-2). Ambas 
as reagoes envolvem cadeias de carreadores de eletrons e 
cofatores ainda nao considerados neste estudo. A nitrato- 
-redutase e uma proteina grande e soluvel 220 . 000 ). 
Dentro da enzima, um par de eletrons, doados pelo NADH, 
flui pelos grupos —SH da cisteina, FAD e de um citocromo 
(cit bggy), e dai para um novo cofator contendo molibdenio, 
antes de reduzir o substrate NOg a NOg. 

A nitrito-redutase das plantas esta localizada nos cloro- 
plastos e recebe sens eletrons da ferredoxina (e reduzida 
em reagoes dependentes da luz na fotossintese; ver Segao 
19.8). Seis eletrons, doados um por vez pela ferredoxina, 
passam por um centre 4S-4Fe na enzima e, entao, por uma 
nova molecula do tipo heme (siro-heme) antes de reduzir 
o NOg a NH4 (Figura 22-2). Em microrganismos nao fotos- 
sinteticos, o NADPH fornece os eletrons para essa reagao. 

A fixado do nitrogenio e realizada por enzimas do 
complexo da nitrogenase 

Apenas certas bacterias e arqueias podem fixar 0 nitrogenio 
atmosferico. Esses organismos, denominados diazotroficos, 
incluem as cianobacterias do solo e de aguas doces e salga- 
das, arqueias metanogenicas (anaerobios estritos que obtem 
energia e carbono pela conversao de Hg e COg em metano), 
outros tipos de bacterias do solo de vida livre, como espe¬ 
cies de Azotobacter, e bacterias fixadoras de nitrogenio que 
vivem como simbiontes em nodulos de raizes de plantas 
leguminosas. 0 primeiro produto importante da fixagao do 
nitrogenio e a amonia, que pode ser utilizada por todos os 
organismos, seja diretamente on apos conversao em outros 
compostos soluveis, como nitritos, nitratos on aminoacidos. 


Aminoacidos e 
outros compostos 
carbonados contendo 
nitrogenio reduzido 


Degradagao 
por animais e 
microrganismos 

-► 

< - 

Smtese em 
plantas e 
microrganismos 



FIGURA 22-1 O cicio do nitrogenio. A quantidade total de nitrogenio fixada anualmente na biosfera excede 10^^ kg. Reagoes 
com setas vermelhas ocorrem inteiramente em sua maior parte em ambientes anaerobios. 
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NH^ Siro-heme 


FIGURA22-2 Assimila^ao do nitrato 
pela nitrato-redutase e pela nitrito- 
-redutase. (a) A nitrato-redutase de 
plantas e bacterias catalisa a redupao de 
dois eletrons de NO 3 a NO 2 , na qual urn 
novo cofator contendo Mo desempe- 
nha urn papel central. 0 NADH e o do- 
ador de eletrons. (b) A nitrito-redutase 
converte o produto da nitrato-redutase 
em NH 4 , em urn processo de transfe- 
rencia de seis eletrons e oito protons, 
em que o centro metalico no siro-heme 
transporta eletrons e os grupos carboxi- 
la do siro-heme podem doar protons. A 
fonte inicial de eletrons e a ferredoxina 
reduzida. 


A redugao do nitrogenio em amonia e uma reagao exer- 
gonica: 

Ng + 3 H 2 -> 2 NH 3 AG'° = -33,5 kJ/mol 

A ligagao tripla N = N, entretanto, e muito estavel, com uma 
energia de ligagao de 930 kJ/mol. Assim sendo, a fixagao do 
nitrogenio tern uma energia de ativagao extremamente alta, 
e o nitrogenio atmosferico e quase quimicamente inerte, em 
condigoes normais. A amonia e produzida industrialmente 
pelo processo de Haber (assim chamado em homenagem a 
seu inventor, Fritz Haber), que requer temperaturas de 400 
a 500°C e pressoes de nitrogenio e hidrogenio de dezenas 
de milhares de quilopascais (diversas centenas de atmos- 
feras) para fornecer a energia de ativagao necessaria. A fi¬ 
xagao biologica de nitrogenio, no entanto, deve ocorrer em 
temperaturas biologicamente adequadas e a 0,8 atmosfera 
de nitrogenio, e a alta barreira da energia de ativagao deve 
ser contornada utilizando outros meios. Isso e realizado, 
pelo menos em parte, pela ligagao e hidrolise do ATP. A rea- 
gao global pode ser escrita 

N 2 + lOH^ + 8e^ + 16ATP-> 

2NHt + 16ADP + 16Pi + Hg 

A fixagao biologica do nitrogenio e realizada por um 
complexo altamente conservado de proteinas, denominado 
complexo da nitrogenase, cujos componentes centrais 
sao a dinitrogenase-redutase e a dinitrogenase (Figura 
22-3a). A dinitrogenase-redutase (M^ 60.000) e um dimero 
constituido por duas subunidades identicas, o qual contem 
um unico centro redox 4Fe-4S (ver Figura 19-5) ligado en- 
tre as subunidades e que pode ser oxidado e reduzido por 
um eletron. Essa enzima tambem tern dois sitios para ligagao 
de ATP/ADP (um sitio em cada subunidade). A dinitrogena¬ 
se (M^ 240.000), um tetramero contem dois cofatores 


contendo ferro, que transferem eletrons (Figura 22-3b). Um 
deles, o grupo P, contem um par de centres 4Fe-4S que 
compartilham um atomo de enxofre, constituindo um cen¬ 
tro 8Fe-7S. 0 segundo cofator na dinitrogenase e o cofator 
FeMo, uma estrutura nova, composta por 7 atomos de Fe, 
9 atomos de S inorganico, uma cadeia lateral de Cys e um 
unico atomo de carbono no centro do grupo FeS. Tambem 
parte do cofator e um atomo de molibdenio, com ligantes 
que incluem 3 atomos de S inorganico, uma cadeia lateral 
de His e dois atomos de oxigenio de uma molecula de homo- 
citrato, que e parte intrinseca do cofator FeMo. Ha tambem 
uma forma de nitrogenase que contem vanadio em vez de 
molibdenio, e algumas especies de bacterias podem pro- 
duzir ambos os tipos de sistemas de nitrogenase. A enzima 
contendo vanadio pode ser o principal sistema de fixagao de 
nitrogenio sob certas condigoes ambientais. A nitrogenase 
contendo vanadio do Azotohacter vinelandii apresenta a 
notavel capacidade de catalisar a redugao do monoxido de 
carbono (CO) a etileno (CgHJ, etano e propano. 

A fixagao de nitrogenio e realizada por uma forma de 
dinitrogenase altamente reduzida e requer oito eletrons: 
seis para a redugao do Ng e dois para a produgao de uma 
molecula de H 2 . A produgao de H 2 e parte obrigatoria do 
mecanismo de reagao, mas seu papel biologico no processo 
nao e bem compreendido. 

A dinitrogenase e reduzida pela transferencia de ele¬ 
trons a partir da dinitrogenase-redutase (Figura 22-4). 0 
tetramero da dinitrogenase apresenta dois sitios de ligagao 
para a redutase. Os oito eletrons necessarios sao transferi- 
dos, um a um, da redutase para a dinitrogenase: uma mole¬ 
cula de redutase reduzida liga-se a dinitrogenase, transfere 
um unico eletron e entao a redutase oxidada se dissocia da 
dinitrogenase, em um ciclo que se repete. Cada volta do ci- 
clo requer a hidrolise de duas moleculas de ATP pela reduta- 
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QUADRO 22-1 Estilos de vida incomuns de seres obscures, porem abundantes 


Como seres que respiram ar, os humanos facilmente 
deixam de prestar atengao em bacterias e arqueias que 
proliferam em ambientes anaerobios. Embora raramente 
estejam caracterizados em textos introdutorios de bio- 
qmmica, esses organismos constituem boa parte da bio- 
massa deste planeta, e suas contribuigoes ao equilibrio 
de carbono e nitrogenio na biosfera sao essenciais para 
todas as formas de vida. 

Como detalhado em capitulos anteriores, a energia 
utilizada para a manutengao dos sistemas vivos depende 
da geragao de gradientes de protons atraves de membra- 
nas. Os eletrons obtidos de um substrate reduzido sao 
disponibilizados para transportadores de eletrons nas 
membranas e passam atraves de uma serie de compostos 
transportadores de eletrons ate um aceptor final de ele¬ 
trons. Como produto colateral desse processo, protons 
sao liberados para um dos lados da membrana, gerando 
um gradiente de protons transmembrana. 0 gradiente de 
protons e utilizado para sintetizar ATP ou para impulsio- 
nar outros processes dependentes de energia. Para to- 
dos os eucariotos, o substrate reduzido geralmente e um 
carboidrato (glicose ou piruvato) ou um acido graxo e o 
aceptor de eletrons e o oxigenio. 

Muitas bacterias e arqueias sao bem mais versateis. 
Em ambientes anaerobios, como sedimentos maritimos 
e de agua doce, a variedade de estrategias vitais e extra- 
ordinaria. Quase qualquer par redox disponivel pode ser 
fonte de energia para algum organismo especializado ou 
para um grupo de organismos. Por exemplo, um grande 
numero de bacterias litotroficas (litotrofico e um quimio- 
trofico que utiliza fontes inorganicas para obter energia; 
ver Figura 1-5) tern uma hidrogenase que utiliza hidroge- 
nio molecular para reduzir o NAD^: 

Hg + NAD"" hidrogenase^ + H'" 

0 NADH e uma fonte de eletrons para varios aceptores 
de eletrons ligados a membranas, gerando o gradiente de 
protons necessario para a sintese de ATP. Outros orga¬ 
nismos litotroficos oxidam compostos sulfurosos (HgS, 
enxofre elementar ou tiossulfato) ou ions fer- 
rosos. Um amplo grupo de arqueias, denomi- 
nado metanogenios, todos anaerobios estritos, 
extra! energia a partir da redugao de COg a 
metano. E essa e apenas uma pequena amos- 
tra daquilo que organismos anaerobios fazem 
para sobreviver. Suas vias metabolicas estao 
repletas de reagoes interessantes e de cofa- 


tores altamente especializados, desconhecidos em nosso 
proprio mundo de metabolismo aerobio obrigatorio. 0 es- 
tudo desses organismos pode gerar vantagens praticas e 
tambem fornecer pistas sobre as origens da vida em uma 
Terra primordial, com atmosfera desprovida de oxigenio 
molecular. 

0 ciclo do nitrogenio depende de um amplo espec- 
tro de bacterias especializadas. Ha dois grupos de bac¬ 
terias nitrificantes: aquelas que oxidam amonia a nitritos 
e aquelas que oxidam os nitritos resultantes a nitratos 
(ver Figura 22-1). 0 nitrato perde apenas para o Og 
como aceptor biologico de eletrons, e muitas bacterias 
e arqueias podem catalisar a desnitrificagao de nitratos 
produzindo nitrogenio, que e novamente convertido em 
amonia pelas bacterias fixadoras de nitrogenio. A amonia 
e o principal poluente presente em esgotos e em refugos 
de animals em fazendas, sendo tambem um produto deri- 
vado do refinamento de oleo e da Industria de fertilizan- 
tes. Plantas para o tratamento desses residues utilizam 
comunidades de bacterias nitrificantes e desnitrificantes 
para converter residues contendo amonia em nitrogenio 
atmosferico. 0 processo e caro e requer o fornecimento 
de carbono organico e de oxigenio. 

Nas decadas de 1960 e 1970, esparsos artigos de pes- 
quisa na literatura sugeriram que a amonia poderia ser 
oxidada anaerobiamente a nitrogenio, utilizando nitrite 
como aceptor de eletrons; esse processo foi denominado 
anamox. Os relates receberam pouca atengao ate bac¬ 
terias que realizam anamox serem descobertas em um 
sistema de tratamento de dejetos em Delft, na Holanda, 
em meados da decada de 1980. Uma equipe de microbio¬ 
logos holandeses liderada por Gijs Kuenen e Mike Jetten 
iniciou o estudo dessas bacterias, logo identificadas como 
pertencentes a um file bacteriano incomum, os plancto- 
micetos. Algumas surpresas se seguiriam. 

A bioquimica subjacente ao processo anamox foi len- 
tamente descoberta (Figura Q-1). A hidrazina (N2H4), 
molecula altamente reativa utilizada como combustivel 
em foguetes, surgiu como um intermediario inesperado. 


FIGURA Q-1 As reagoes anamox. Amonia e hidroxilamina 
sao convertidas em hidrazina e H 2 O pela hidrazina-hidro- 
lase, e a hidrazina e oxidada pela enzima de oxidagao da 
hidrazina, produzindo N 2 e protons. Os protons geram um 
gradiente de protons para a sintese de ATP. No exterior 
do anamoxossomo, os protons sao utilizados pela enzima 
redutora de nitritos, produzindo hidroxilamina e comple- 
tando o ciclo. Todas as enzimas do processo anamox estao 
embebidas na membrana do anamoxossomo. 
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FIGURA Q-2 (a) Lipideos laderanos da membrana do anamoxossomo. 

0 mecanismo para a sintese das estruturas dos aneis ciclobutanos fundi- 
dos, que sao instaveis, nao e conhecido. (b) Laderanos podem empilhar- 


Sendo uma molecula pequena, a hidrazina e ao mesmo 
tempo altamente toxica e dificil de conter. Ela se difun- 
de facilmente atraves de tipicas membranas fosfolipi- 
dicas. As bacterias anamox resolveram esse problema 
sequestrando a hidrazina em uma organela especializa- 
da, chamada de anamoxossomo. A membrana dessa 
organela e constitmda por lipideos conhecidos como 
laderanos (Figura Q-2), nunca antes encontrados na 
biologia. Os aneis de ciclobutanos fundidos apresenta- 
dos pelos laderanos empilham-se de forma compacta, 
formando uma barreira muito densa e diminuindo muito 
a liberagao de hidrazina. Os aneis de ciclobutano apre- 
sentam grande tensao e sua sintese e dificil; os mecanis- 
mos bacterianos para a sintese desses lipideos ainda nao 
sao conhecidos. 

Os anamoxossomos foram uma descoberta surpreen- 
dente. Celulas bacterianas geralmente nao apresentam 
compartimentos, e a ausencia de um nucleo delimitado 
por membranas costuma ser citada como a principal di- 
ferenga entre eucariotos e bacterias. A descoberta de 
um tipo de organela em uma bacteria ja foi bastante in- 
teressante, mas os planctomicetos tambem apresentam 
nucleo: seu DNA cromossomico esta contido dentro de 
uma membrana (Figura Q-3). A descoberta dessa orga- 
nizagao subcelular motivou novas pesquisas no sentido 
de desvendar a origem dos planctomicetos e a evolugao 
do nucleo nos eucariotos. Os planctomicetos represen- 
tam uma antiga linhagem bacteriana com multiplos ge- 
neros, tres dos quais sao conhecidos por desenvolverem 
reagoes anamox. Estudos posteriores desse grupo de 
organismos poderao finalmente nos aproximar de um 
objetivo extremamente importante da biologia evoluti- 
va: a descrigao do organismo afetuosamente chamado 
de LUCA - o ultimo ancestral comum universal (de Last 
Universal Common Ancestor) de toda a vida em nosso 
planeta. 


-se, formando uma membrana de estrutura muito densa, impermeavel e 
hidrofobica, permitindo o sequestro da hidrazina produzida nas reaqoes 
anamox. 


Por enquanto, as bacterias anamox fornecem uma 
grande vantagem para o tratamento de rejeitos, reduzin- 
do o custo da remogao da amonia em ate 90% (os pas- 
sos convencionais de desnitrificagao sao completamen- 
te eliminados e os custos da aeragao, associada com a 
nitrificagao, sao reduzidos) e diminuindo a liberagao de 
subprodutos poluentes. Claramente, uma maior familiari- 
dade com os alicerces bacterianos da biosfera pode tra- 
zer bons resultados, a medida que os desafios ambientais 
do seculo XXI sao enfrentados. 



FIGURA Q-3 Micrografia eletronica de transmissao de uma secqao trans¬ 
versal de Gemmata obscuriglobus, mostrando o DNA em um nucleo (N) 
com envelope nuclear fechado (NE). Bacterias do genero Gemmoto (filo 
Planctomycetes) nao realizam reagoes anamox. 
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FIGURA22-3 Enzimasecofatoresdocomplexoda nitrogenase. (PDB 
ID 1FP6 e PDB 1 Ml N) (a) A holoenzima consiste em duas moleculas iden- 
ticas de dinitrogenase-redutase (verde), cada qual com urn centre redox 
4Fe-4S e sitios de ligagao para dois ATP, e dois heterodimeros identicos de 
dinitrogenase (roxo e azul), cada qual com urn grupo P (centre Fe-S) e urn 
cofator FeMo. Nesta estrutura, o ADP esta ligado ao sitio do ATP, para tornar 


o cristal mais estavel. (b) Os cofatores para a transferencia de eletrons. Urn 
grupo P e mostrado aqui em suas formas reduzida (parte superior) e oxidada 
(meio). 0 cofator FeMo (parte inferior) apresenta urn atomo de Mo ligado a 
tres S, uma His e dois atomos de oxigenio de uma molecula de homocitrato. 
Em alguns organismos, o atomo de Mo e substituido por urn atomo de vana- 
dio. (0 Fe e mostrado em cor de laranja, o S em amarelo.) 


se dimerica. A fonte imediata de eletrons para a redugao da 
dinitrogenase-redutase varia, podendo ser a ferredoxina 
reduzida (ver Segao 19.8), a flavodoxina reduzida, e talvez 
outras fontes que tambem tenham um papel nessa redugao. 
Em pelo menos uma especie, a fonte primaria de eletrons 
para reduzir a ferredoxina e o piruvato (Figura 22-4). 

0 papel do ATP nesse processo e, de certa forma, inco- 
mum. Como voce deve lembrar, o ATP pode contribuir nao 
apenas com energia quimica, resultante da hidrolise de uma 
on mais de suas ligagoes fosfoanidrido, mas tambem com 
energia de ligagao (p. 195), por meio de interagoes nao co- 
valentes, que diminuem a energia de ativagao. Na reagao ca- 
talisada pela dinitrogenase-redutase, tanto a ligagao do ATP 
quanto sua hidrolise determinam alteragoes conformacionais 
na proteina que ajudam a superar a alta energia de ativagao 
da fixagao do nitrogenio. A ligagao de duas moleculas de 
ATP a redutase desloca o potencial de redugao CA"°) dessa 
proteina de -300 para -420 mV, e esse aumento de poder 
redutor e necessario para a transferencia de eletrons pela 
dinitrogenase ate o Ng; o potencial de redugao padrao para 
a hemirreagao Ng + 6H^ + Qe~ -> 2 NHg e -0,34 V. As mo- 


FIGURA 22-4 Fluxo de eletrons na fixagao do nitrogenio pelo com- 
plexo da nitrogenase. Os eletrons sao transferidos do piruvato para a 
dinitrogenase via ferredoxina (ou flavodoxina) e dinitrogenase-redutase. A 
dinitrogenase-redutase reduz a dinitrogenase, que recede um eletron de 
cada vez, sendo necessaries pelo menos seis eletrons para fixar uma mole¬ 
cula de N 2 . Dois eletrons adicionais sao utilizados para reduzir 2 H^ a H 2 , em 
um processo que acompanha obrigatoriamente a fixagao de nitrogenio em 
anaerobios, perfazendo um total de oito eletrons necessaries por molecula de 
N 2 . As estruturas das subunidades e os cofatores metalicos das proteinas dini¬ 
trogenase-redutase e dinitrogenase estao descritos no texto e na Figura 22-3. 
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leculas de ATP sao entao hidrolisadas imediatamente antes 
da transferencia de fate de um eletron para a dinitrogenase. 

A ligagao e a hidrolise do ATP mudam a conformagao da 
nitrogenase-redutase em duas regioes, as quais sao estrutu- 
ralmente homologas as regioes comutadoras 1 e 2 de pro- 
teinas ligantes de GTP envolvidas na sinalizagao biologica 
(ver Quadro 12-2). A ligagao do ATP produz uma alteragao 
conformacional que traz o centro 4Fe-4S da redutase para 
mais proximo ao grupo P da dinitrogenase (de uma dis- 
tancia de 18 A para 14 A), o que facilita a transferencia de 
eletrons entre a redutase e a dinitrogenase. Os detalhes da 
transferencia de eletrons do grupo P para o cofator FeMo e 
os meios pelos quais oito eletrons acumulam-se na nitroge- 
nase nao sao bem conhecidos, assim como nao sao comple- 
tamente conhecidos os intermediarios dessa reagao; duas 
hipoteses razoaveis estao sendo testadas, ambas envolven- 
do o atomo de Mo em um papel central (Figura 22-5). 

Outra caracteristica importante do complexo da nitro- 
genase e sua extrema labilidade na presenga do oxigenio. A 
redutase e inativada pelo ar, com meia-vida de 30 segundos; 
a dinitrogenase apresenta meia-vida de apenas 10 minutos 
na presenga de ar. Bacterias de vida livre que fixam nitroge- 
nio lidam com esse problema de diversas formas. Algumas 
vivem apenas anaerobiamente on reprimem a sintese da 
nitrogenase quando o oxigenio estiver presente. Algumas 
especies aerobias, como o Azotobacter vinelandii, desa- 
coplam parcialmente a transferencia de eletrons da sintese 
de ATP, de modo que o oxigenio e gasto tao rapidamente 
quanto entra na celula (ver Quadro 19-1). Quando fazem 
fixagao de nitrogenio, culturas dessas bacterias induzem 
um aumento real da temperatura, como resultado de sens 
esforgos para se livrar do oxigenio. 

A relagao simbiotica entre plantas leguminosas e bac¬ 
terias fixadoras de nitrogenio nos nodulos de suas raizes 
(Figura 22-6) engloba os dois problemas do complexo da 
nitrogenase: as necessidades de energia e a labilidade fren- 
te ao oxigenio. E provavel que a energia necessaria para a 
fixagao do nitrogenio tenha sido a forga que evolutivamente 
levou a essa associagao entre planta e bacteria. As bacterias 
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FIGURA 22-5 Duas hipoteses razoaveis para os intermediarios en- 
volvidos na reagao do N2. Em ambos os cenarios, o cofator FeMo (aqui 
abreviado como M) desempenha um papel central, ligando-se diretamente 
a um dos atomos de nitrogenio do N 2 , e permanecendo ligado durante toda 
a sequencia de etapas reducionais. 


FIGURA 22-6 Nodulos fixadores de nitrogenio. 

(a) Nodulos das raizes da ervilha, Pisum solivo, uma legu- 
minosa. A flor desta planta comum e mostrada no de- 
talhe. (b) Micrografia eletronica colorida artificialmente 
de uma fina secqao transversal de um nodulo da raiz de 
ervilhas. Bacterias fixadoras de nitrogenio simbioticas, 
ou bacteroides (vermelho), vivem dentro da celula do 
nodulo, cercadas pela membrana peribacteroide (azul). 
Os bacteroides produzem o complexo da nitrogenase, 
que converte nitrogenio atmosferico (NJ em amonio 
(NH 4 ); sem os bacteroides, a planta e incapaz de uti¬ 
lizer N 2 . A celula infectada da raiz fornece alguns fato- 
res essenciais para a fixagao de nitrogenio, incluindo a 
leg-hemoglobina; esta hemeproteina apresenta alta 
afinidade de ligagao ao oxigenio, o qual e um forte ini- 
bidor da nitrogenase. (0 nucleo celular e mostrado em 
amarelo/verde. Outras organelas da celula infectada da 
raiz normalmente encontradas em celulas vegetais nao 
estao visiveis nesta micrografia.) 
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nos nodulos das raizes tern acesso a um grande reservatorio 
de energia na forma de abundantes carboidratos e interme- 
diarios do ciclo do acido citrico, disponibilizados pela plan- 
ta. Isso pode permitir a bacteria fixar nitrogenio em quanti- 
dades centenas de vezes maiores que o fazem suas primas 
de vida livre, nas condigoes normalmente encontradas no 
solo. Para resolver o problema da toxicidade pelo oxigenio, 
as bacterias nos nodulos das raizes ficam banhadas em uma 
solugao contendo uma hemeprotema ligadora de oxigenio, a 
leg-hemoglobina, produzida pela planta (embora o heme 
possa ser fornecido pelas bacterias). A leg-hemoglobina 
liga todo o oxigenio disponivel, de modo que ele nao pode 
interferir na fixagao do nitrogenio, e libera de maneira efi- 
ciente o oxigenio junto ao sistema de transferencia de ele- 
trons bacteriano. 0 beneficio para a planta, naturalmente, 
e um farto suprimento de nitrogenio reduzido. De fato, os 
simbiontes bacterianos geralmente produzem muito mais 
NHg do que o necessario para sen parceiro simbionte; o ex- 
cesso e liberado para o solo. A eficiencia da simbiose entre 
plantas e bacterias torna-se evidente no enriquecimento do 
nitrogenio do solo, realizado por plantas leguminosas. Esse 
enriquecimento da NHg no solo e a base dos metodos de 
rotagao de culturas, nos quais o cultivo de plantas nao legu¬ 
minosas (como o milho), que extraem do solo o nitrogenio 
fixado, e alternado a cada poucos anos com o cultivo de le¬ 
guminosas como alfafa, ervilhas on trevo. 

A fixagao do nitrogenio e um processo energeticamente 
dispendioso: 16 moleculas de ATP e 8 pares de eletrons pro¬ 
duzem apenas 2 NHg. Assim sendo, nao e de surpreender que 
0 processo seja estritamente regulado de modo que a NHg e 
produzida apenas quando necessario. Alta [ADP], um indica- 
dor de baixa [ATP], inibe fortemente a nitrogenase. 0 NH4 re¬ 
prime a expressao de aproximadamente 20 genes da fixagao 
do nitrogenio inif ), inibindo efetivamente a via. A alteragao 
covalente da nitrogenase e tambem utilizada por alguns seres 
diazotroficos para controlar a fixagao do nitrogenio em res- 
posta a disponibilidade de NH4 nas cercanias. Por exemplo, a 
transferencia de um grupo ADP-ribosila a partir de um NADH 
para um residue especifico de Arg na nitrogenase-redutase 
inibe a fixagao do Ng no Rhodospirillum. Essa e a mesma 
modificagao covalente vista no caso da inibigao da proteina G 
pelas toxinas do colera e pertussis (ver Quadro 12-2). 

A fixagao do nitrogenio e alvo de intensos estudos devi- 
do a sua imensa importancia pratica. A produgao industrial 
de amonia para utilizagao em fertilizantes requer um grande 
e dispendioso fornecimento de energia, e isso tern estimu- 
lado esforgos no sentido de desenvolver organismos recom- 
binantes on transgenicos que possam fixar nitrogenio. Em 
principio, tecnicas de DNA recombinante (Capitulo 9) pode- 
riam ser utilizadas para transferir DNA que codifica enzimas 
da fixagao de nitrogenio para bacterias e plantas nao fixado- 
ras de nitrogenio. Contudo, apenas a transferencia desses 
genes nao sera suficiente. Cerca de 20 genes sao essenciais 
para a atividade da nitrogenase nas bacterias, muitos deles 
necessaries para a sintese, reuniao e insergao de cofatores. 
Ha tambem o problema de proteger a enzima em sen novo 
ambiente da destruigao pelo oxigenio. No conjunto, ha enor- 
mes desafios na engenharia da produgao de novas plantas 
fixadoras de nitrogenio. 0 sucesso desses esforgos depen- 
dera de se conseguir contornar o problema da toxicidade 
do oxigenio em qualquer celula que produza a nitrogenase. 


A amonia e incorporada em biomoleculas via 
glutamatoeglutamina 

0 nitrogenio reduzido, na forma de NH4, e incorporado nos 
aminoacidos e a seguir em outras biomoleculas nitrogena- 
das. Dois aminoacidos, glutamato e glutamina, fornecem 
um ponto de entrada critico. Lembre que esses mesmos dois 
aminoacidos desempenham papeis centrais no catabolismo 
da amonia e dos grupos amino na oxidagao dos aminoacidos 
(Capitulo 18). 0 glutamato e fonte de grupos amino para a 
maior parte dos demais aminoacidos, por meio de reagoes 
de transaminagao (o reverse da reagao mostrada na Figura 
18-4). 0 nitrogenio amidico da glutamina e fonte de grupos 
amino em uma ampla gama de processes biossinteticos. Na 
maioria dos tipos celulares e nos fluidos extracelulares dos 
organismos superiores, um desses aminoacidos on ambos 
estao presentes em concentragoes mais elevadas - algumas 
vezes de uma ordem de magnitude on ate mais - que outros 
aminoacidos. Uma celula de Escherichia coli necessita de 
tanto glutamato que esse aminoacido e um dos principals 
solutos no citosol. Sua concentragao e regulada nao apenas 
em resposta as necessidades de nitrogenio na celula, mas 
tambem em fungao da manutengao de um balango osmotico 
entre o citosol e o meio externo. 

As vias biossinteticas para a produgao de glutamato e 
glutamina sao simples, e todos os passos on alguns deles 
ocorrem na maioria dos organismos. A via mais importante 
para a incorporagao de NH4 em glutamato e constituida por 
duas reagoes. Inicialmente, a glutamina-sintetase catali- 
sa a reagao entre glutamato e NH4, produzindo glutamina. 
Essa reagao ocorre em duas etapas, com o y-glutamil-fos- 
fato ligado a enzima como intermediario (ver Figura 18-8): 

(1) Glutamato + ATP-> y-glutamil-fosfato + ADP 

(2) y-Glutamil-fosfato + NH4-> glutamina + P- + H^ 

Soma: Glutamato + NH4 + ATP-> 

glutamina + ADP + P. + H^ (22-1) 

A glutamina-sintetase e encontrada em todos os organis¬ 
mos. Alem de sua importancia para a incorporagao de NH4 
em bacterias, esse aminoacido tern um papel central no 
metabolismo de aminoacidos em mamiferos, convertendo 
NH4 livre, que e toxico, em glutamina, para transporte pelo 
sangue (Capitulo 18). 

Em bacterias e plantas, 0 glutamato e produzido a partir da 
glutamina em uma reagao catalisada pela glutamato-sintase. 
(0 nome alternative dessa enzima e glutamato :oxoglutarato- 
-aminotransferase, que origina 0 acronimo GOGAT, pelo qual 
a enzima tambem e conhecida.) 0 Q:-cetoglutarato, interme¬ 
diario do ciclo do acido citrico, sofre aminagao redutora, com 
a glutamina como deader de nitrogenio: 

a-Cetoglutarato + glutamina + NADPH + H^-> 

2 glutamato + NADP^ (22-2) 

A reagao liquida global, considerando a glutamina-sinte¬ 
tase e a glutamato-sintase (Equagoes 22-1 e 22-2) e 

a-Cetoglutarato + NH4 + NADPH + ATP-> 

L-glutamato + NADP"^ + ADP + P. 

A glutamato-sintase nao esta presente em animais, os quais, 
por outro lado, mantem altos niveis de glutamato por meio 
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de processes como a transaminagao do a-cetoglutarato du¬ 
rante o catabolismo dos aminoacidos. 

0 glutamate tambem pode ser formado por meio de ou- 
tra via, embora de menor importancia: a reagao entre a- 
-cetoglutarato e NH4, formando glutamate em uma unica 
etapa. Essa reagao e catalisada pela L-glutamato-desidro- 
genase, uma enzima presente em todos os organismos. Os 
equivalentes redutores sao fornecidos pelo NADPH: 

a-Cetoglutarato + NH4 + NADPH-> 

L-glutamato + NADP^ + H2O 

Essa reagao ja foi estudada no catabolismo dos aminoacidos 
(ver Figura 18-7). Em celulas eucarioticas, a L-glutamato- 
-desidrogenase localiza-se na matriz mitocondrial. 0 equi- 
librio da reagao favorece os reagentes, e o para o NH4 
C~1 mM) e tao alto que a reagao provavelmente tenha ape- 
nas uma contribuigao modesta para a captagao de NH4 em 
aminoacidos e outros metabolites. (Lembre que a reagao 
da glutamato-desidrogenase, no sentido inverse [ver Figura 
18-10], e uma fonte do NH4 destinado ao ciclo da ureia.) 
Concentragoes de NH4 suficientemente alias para que a 
reagao da glutamato-desidrogenase tenha uma contribuigao 
significativa para os niveis de glutamate geralmente ocor- 
rem apenas quando NHg e adicionado ao solo ou quando os 
organismos crescem em laboratorio, na presenga de alias 
concentragoes de NHg. Em geral, bacterias do solo e plan- 
tas dependem basicamente da via utilizando duas enzimas, 
descrita anteriormente (Equagoes 22-1 e 22-2). 

A reagao da glutamina-sintetase e urn ponto importante 
de regula^ao no metabolismo do nitrogenio 

A atividade da glutamina-sintetase e regulada em pratica- 
mente todos os organismos, 0 que nao e surpreendente, dado 
seu papel metabolico central como ponto de entrada para 0 
nitrogenio reduzido. Em bacterias entericas, como aE'. coli, 
a regulagao e incomumente complexa. A enzima do tipo I (de 
bacterias) apresenta 12 subunidades identicas de 50.000 
(Figura 22-7) e e regulada tanto alostericamente quanto 
por modificagao covalente. (A enzima do tipo II, de eucario- 
tos e de algumas bacterias, tern 10 subunidades identicas.) 
A alanina, a glicina e pelo menos seis produtos finals do me¬ 
tabolismo da glutamina sao inibidores alostericos da enzima 
(Figura 22-8). Cada inibidor por si so produz apenas uma 
inibigao parcial, mas os efeitos de multiples inibidores sao 
mais que aditivos e todos os oito em conjunto praticamente 
“desligam” a enzima. Esse e um exemplo de inibigao por re- 
troalimentagao cumulativa. Esse mecanismo de controle for- 
nece um ajuste constante dos niveis de glutamina, de forma 
a satisfazer as necessidades metabolicas imediatas da celula. 

Sobreposta a regulagao alosterica, esta a inibigao por 
adenililagao (adigao de AMP) da Tyr^^^, localizada proxima 
ao sitio ativo da enzima (Figura 22-9). Essa modificagao 
covalente aumenta a sensibilidade aos inibidores alosteri¬ 
cos, e a atividade diminui a medida que mais subunidades 
vao sendo adenililadas. Tanto a adenililagao quanto a de- 
sadenililagao sao realizadas pela adenilil-transferase (AT 
na Figura 22-9), parte de uma cascata enzimatica comple¬ 
xa que responde aos niveis de glutamina, a-cetoglutarato, 
ATP e P^. A atividade da adenilil-transferase e modulada 
pela ligagao a uma proteina reguladora denominada Pjj, 



ADP 

Glutamato 


FIGURA 22-7 Subunidades estruturais da glutamina-sintetase bacte- 
riana do tipo I. (PDB ID 2GLS) Esta imagem mostra seis das doze subuni¬ 
dades identicas; uma segunda camada de seis subunidades situa-se direta- 
mente abaixo das seis aqui mostradas. Cada uma das 12 subunidades tern 
um sitio ativo onde ATP e glutamato sao ligados em orientaqoes que favore- 
cem a transferencia de um grupo fosforila do ATP para a carboxila da cadeia 
lateral do glutamato. Nesta estrutura cristalina, o ADP ocupa o lugar do ATP. 


e a atividade da Pjj, por sua vez, e regulada por modifica¬ 
gao covalente (uridililagao), novamente em um residue de 
Tyr. 0 complexo entre adenilil-transferase e Pjj uridililada 
(Pjj-UMP) estimula a desadenililagao, enquanto o mesmo 
complexo, com a Pjj desuridililada, estimula a adenililagao 
da glutamina-sintetase. Tanto a uridililagao quanto a desu- 
ridililagao da Pjj sao catalisadas por uma unica enzima, a 
uridilil-transferase. A uridililagao e inibida pela ligagao 


Glutamato 



FIGURA 22-8 Regulagao alosterica da glutamina-sintetase. A enzima 
esta sujeita a regulagao cumulativa por seis produtos finais do metabolismo 
da glutamina. A alanina e a glicina provavelmente atuam como indicadores 
do estado geral do metabolismo dos aminoacidos na celula. 
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Enzima 
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FIGURA 22-9 Segundo nivel de regula^ao da glutamina-sintetase: mo- 
difica^es covalentes. (a) Urn residuo de tirosina adenililado. (b) Cascata 
levando a adenililagao (inativagao) da glutamina-sintetase. AT representa ade- 
nililtransferase; UT, uridililtransferase. Pn e uma proteina reguladora, ela propria 
regulada por uridililagao. Detalhes dessa cascata sao discutidos no texto. 


de glutamina e a uridililtransferase e e estimulada pela 
ligagao de a-cetoglutarato e ATP a Pjj. 

A regulagao nao cessa nesse ponto. A Pjj uridililada tam- 
bem controla a ativagao da transcrigao do gene que codifica 
a glutamina-sintetase, aumentando a concentragao celular 
da enzima; a Pjj desuridililada, por sua vez, determina uma 
diminuigao na transcrigao do mesmo gene. 0 mecanismo en- 
volve uma interagao da Pjj com outras proteinas envoMdas 
na regulagao genica, de um tipo descrito no Capitulo 28. 0 
resultado final desse elaborado sistema de controle e uma 
diminuigao na atividade da glutamina-sintetase quando os 
niveis de glutamina estao altos e um aumento nessa ativida¬ 
de enzimatica quando os niveis de glutamina estao baixos e 
houver disponibilidade de a-cetoglutarato e ATP (substra¬ 
tes da reagao da sintetase). Os varies niveis de regulagao 
permitem uma resposta de grande sensibilidade, em que a 
sintese de glutamina se ajusta as necessidades celulares. 

Diversas classes de reaves desempenham papeis 
especiais na biossintese de aminoacidos e nucleotideos 

As vias descritas neste capitulo incluem uma serie de rear- 
ranjos quimicos interessantes. Diversos deles sao recorren- 
tes e receberao especial atengao antes do estudo das vias 
em si. Eles incluem (1) reagoes de transaminagao e outros 
rearranjos promovidos por enzimas contendo piridoxal- 
-fosfato; (2) transferencia de grupos de um carbono, utili- 
zando como cofatores tetra-hidrofolato (em geral nos niveis 


de oxidagao —CHO e —CH2OH) ou A-adenosilmetionina 
(no nivel de oxidagao —CHg); e (3) transferencia de gru¬ 
pos amino derivados do nitrogenio amidico da glutamina. 
Piridoxal-fosfato (PLP), tetra-hidrofolato (H4-folato) e S- 
-adenosilmetionina (adoMet) sao descritos com detalhes 
no Capitulo 18 (ver Figuras 18-6, 18-17 e 18-18). Aqui sera 
focalizado o estudo da transferencia de grupos amino envol- 
vendo o nitrogenio amidico da glutamina. 

Mais de doze reagoes biossinteticas conhecidas utilizam 
a glutamina como a principal fonte fisiologica de grupos 
amino, a maioria delas ocorrendo nas vias descritas nes¬ 
te capitulo. Como classe, as enzimas que catalisam essas 
reagoes sao denominadas glutamina-amidotransfera- 
ses. Todas elas apresentam dois dominios estruturais: um 
deles liga a glutamina e o outro liga o segundo substrato, 
que serve como aceptor do grupo amino (Figura 22-10). 
Acredita-se que um residuo de Cys conservado no dominio 
onde ocorre a ligagao da glutamina atue como nucleofilo, 
clivando a ligagao amida da glutamina e formando um in- 
termediario glutamil-enzima covalentemente ligado. A NHg 
produzida nessa reagao nao e liberada e sim transferida por 
meio de um “canal de amonia” a um segundo sitio ativo, 
onde reage com o segundo substrato, formando um produto 
aminado. 0 intermediario covalente e hidrolisado, liberando 
a enzima livre e o glutamate. Se o segundo substrato ne- 
cessitar ser ativado, o metodo usual e a utilizagao de ATP 
para gerar um intermediario acil-fosfato (R—OX na Figura 
22-10, onde X e o grupo fosforila). A enzima glutaminase 
atua de mode semelhante, mas utiliza HgO como o segundo 
substrato, produzindo NH4 e glutamate (ver Figura 18-8). 

RESUMO 22.1 Visao geral do metabolismo do nitrogenio 

► 0 nitrogenio molecular, que constitui 80% do nitrogenio 
da atmosfera da Terra, encontra-se indisponivel para a 
maior parte dos organismos vivos ate que seja reduzido. 
A fixagao do Ng atmosferico ocorre em certas bacterias 
de vida livre e em bacterias simbioticas nos nodules das 
raizes de plantas leguminosas. 

► Em bacterias do solo e em plantas vasculares, a agao se- 
quencial da nitrato-redutase e da nitrito-redutase con- 
verte o NOg em NHg, que pode ser assimilada em com- 
postos contendo nitrogenio. 

► 0 ciclo do nitrogenio permite a formagao de amonia pela 
fixagao bacteriana do Ng, a nitrificagao da amonia em ni¬ 
trate por organismos no solo, a conversao do nitrate em 
amonia por plantas superiores, a sintese de aminoacidos 
a partir da amonia por todos os organismos e a conversao 
de nitrate em Ng por bacterias desnitrificantes do solo. As 
bacterias anamox oxidam anaerobiamente a amonia em 
nitrogenio, utilizando nitrite como aceptor de eletrons. 

► A fixagao de Ng como NHg e realizada pelo complexo da 
nitrogenase, em uma reagao que requer um grande in- 
vestimento de ATP e de poder redutor. 0 complexo da 
nitrogenase e altamente labil na presenga de Og e esta 
sujeito a regulagao pela disponibilidade de NHg. 

► Nos sistemas vivos, o nitrogenio reduzido e inicialmente 
incorporado nos aminoacidos e, a seguir, em uma va- 
riedade de outras biomoleculas, incluindo os nucleoti¬ 
deos. 0 ponto-chave para essa entrada do nitrogenio e 
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Dominio de liga^ao Dominio de liga^ao 

daglutamina do aceptor de NH 3 



MECANISMO - FIGURA 22-10 Mecanismo proposto para as glutamina- 
-amidotransferases. Cada enzima apresenta dois dominios. 0 dominio 
que tern o sitio de ligaqao para a glutamina contem elementos estruturais 
conservados entre muitas destas enzimas, incluindo urn residuo de Cys ne- 
cessario para a atividade. 0 dominio de ligagao do aceptor de NH 3 (segundo 
substrate) varia. Sao mostrados dois tipos de aceptores de grupos amino. X 
representa urn grupo ativador, geralmente urn grupo fosforila derivado do 
ATP, que facilita o deslocamento, pela NH 3 , de urn grupo hidroxila do R—OH. 

o aminoacido glutamato. 0 glutamato e a glutamina sao 
doadores de nitrogenio em uma ampla gama de reagoes 
biossinteticas. A glutamina-sintetase, que catalisa a for- 
magao de glutamina a partir do glutamato, e uma impor- 
tante enzima reguladora do metabolismo do nitrogenio. 

► As vias biossinteticas para os aminoacidos e os nucleoti- 
deos utilizam repetidamente os cofatores biologicos piri- 
doxal-fosfato, tetra-hidrofolato e ^-adenosilmetionina. 0 
piridoxal-fosfato e necessario para reagoes de transami- 


nagao envolvendo 0 glutamato e para outras transforma- 
goes dos aminoacidos. Transferencias de grupos de um 
carbono necessitam de A-adenosilmetionina e tetra-hi- 
drofolato. Glutamina-amidotransferases catalisam rea¬ 
goes que incorporam 0 nitrogenio derivado da glutamina. 

22.2 Biossmtese de aminoacidos 

Todos os aminoacidos sao derivados de intermediaries da 
glicolise, do ciclo do acido citrico ou da via das pentoses- 
-fosfato (Figura 22-11). 0 nitrogenio entra nessas vias por 
meio do glutamato ou da glutamina. Algumas vias sao sim¬ 
ples, outras nao. Dez dos aminoacidos estao a apenas um 
ou a poucos passes dos metabolites comuns dos quais sao 
derivados. As vias biossinteticas para outros aminoacidos, 
como os aminoacidos aromaticos, sao mais complexas. 

Glicose 



1 

Citrate 


Oxaloacetato a-Cetoglutarato 



FIGURA 22-11 Visao geral da biossmtese de aminoacidos. Os precur- 
sores dos esqueletos de carbono sao obtidos a partir de tres fontes: a glicolise 
(cor salmao), o ciclo do acido citrico (azul) e a via das pentoses-fosfato (roxo). 
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Os organismos variam muito em sua capacidade de 
sintetizar os 20 aminoacidos comuns. Enquanto a maior 
parte das bacterias e plantas pode sintetizar todos eles, 
os mamiferos sintetizam apenas cerca de metade deles - 
geralmente aqueles com vias de sintese mais simples. Es¬ 
ses sao os aminoacidos nao essenciais, nao necessarios 
na dieta (ver Tabela 18-1). Os demais, os aminoacidos 
essenciais, devem ser obtidos por meio dos alimentos. A 
nao ser que esteja indicado, as vias para os 20 aminoacidos 
comuns apresentadas a seguir sao aquelas operantes nas 
bacterias. 

Uma forma util de organizar essas vias biossinteticas e 
agrupa-las em seis familias, correspondentes aos seus pre- 
cursores metabolicos (Tabela 22-1), e essa abordagem sera 
utilizada para estruturar as descrigoes detalhadas a seguir. 
Alem desses seis precursores, ha um intermediario notavel 
em diversas vias de sintese de aminoacidos e nucleotideos: 
o 5-fosforribosil-l-pirofosfato (PRPP): 



0 PRPP e sintetizado a partir da ribose-5-fosfato, obtida da 
via das pentoses-fosfato (ver Figura 14-22), em reagao ca- 
talisada pela ribose-fosfato-pirofosfo-cinase: 

Ribose-5-fosfato + ATP-> 

5-fosforribosil-l-pirofosfato + AMP 

Essa enzima e regulada alostericamente por muitas das bio- 
moleculas para as quais o PRPP e um precursor. 

0 a-cetoglutarato origina glutamato, glutamina, 
prolinaearginina 


a-Cetoglutarato 


1 


/ 

Gluta 

mato 

\ 

Glutamina 


Prolina 


Arginina 


Ja foram descritas as biossinteses do glutamato e da glu¬ 
tamina. A prolina e um derivado ciclico do glutamato 
(Figura 22-12). Na primeira etapa da sintese da prolina, 
o ATP reage com a y-carboxila do glutamato, formando um 
acil-fosfato, que e reduzido por NADPH ou NADH, produ- 
zindo o y-semialdeido do glutamato. Esse intermediario so- 
fre uma ciclizagao rapida e espontanea, sendo novamente 
reduzido para produzir a prolina. 

A arginina e sintetizada a partir do glutamato, via orni- 
tina, usando reagoes do ciclo da ureia nos animals (Capitulo 
18). Em principio, a ornitina tambem pode ser sintetizada 
a partir do y-semialdeido do glutamato por transaminagao, 
mas a ciclizagao espontanea do semialdeido, gerando pro- 


TABELA 22-1 


Familias biossinteticas dos aminoacidos, agrupadas de 
acordo com o precursor metabolico 


cK-Cetoglutarato 

Glutamato 

Glutamina 

Prolina 

Arginina 

Piruvato 

Alanina 

Valina* 

Leucina* 

Isoleucina* 

3 -Fosfoglicerato 

Fosfoenolpiruvato e 

Serina 

eritrose-4-fosfato 

Glicina 

Triptofano* 

Cisteina 

Fenilalanina* 

Oxaloacetato 

Tirosina^ 

Aspartato 

Ribose-5-fosfato 

Asparagina 

Histidina* 

Metionina* 


Treonina* 


Lisina* 



* Aminoacidos essenciais em mamiferos. 
^Derivado da fenilalanina em mamiferos. 


lina, nao permite um suprimento suficiente desse interme¬ 
diario para a sintese de ornitina. As bacterias apresentam 
uma via biossintetica de novo para a ornitina (e, portanto, 
para a arginina), paralela a algumas etapas da via da proli¬ 
na, mas inclui duas etapas adicionais, que evitam o proble- 
ma da ciclizagao espontanea do y-semialdeido do glutamato 
(Figura 22-12). Na primeira etapa, o grupo a-amino do glu¬ 
tamato e bloqueado por uma acetilagao, para a qual e utili¬ 
zada a acetil-CoA; depois, apos o passo de transaminagao, o 
grupo acetila e removido para produzir ornitina. 

As vias para a produgao de prolina e arginina sao um 
pouco diferentes nos mamiferos. A prolina pode ser sinte¬ 
tizada pela via mostrada na Figura 22-12, mas tambem e 
produzida a partir da arginina obtida da dieta ou de protei- 
nas teciduais. A arginase, enzima do ciclo da ureia, converte 
arginina em ornitina e ureia (ver Figuras 18-10 e 18-26). A 
ornitina e convertida no y-semialdeido do glutamato pela 
enzima ornitina-6-aminotransferase (Figura 22-13). 0 
semialdeido cicliza, produzindo A^-pirrolina-5-carboxilato, 
o qual e entao convertido em prolina (Figura 22-12). A via 
mostrada na Figura 22-12, para a sintese de arginina, nao 
ocorre em mamiferos. Quando a arginina obtida da dieta ou 
da renovagao de proteinas for insuficiente para a sintese 
proteica, a reagao da ornitina-6-aminotransferase opera no 
sentido da formagao de ornitina. A ornitina e entao conver¬ 
tida em citrulina e arginina, pelo ciclo da ureia. 

Serina, glicina e cistema sao derivadas do 
3-fosfoglicerato 


I 3-Fosfoglicerato 


Serina 


Glicina 


Cistema 
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NH3 

C—CH2—CH2—CH—COO” 
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H 


Nao enzimatico 


7-Sennialdeido do glutamato 


O 

II 

O HN—C—CH3 

^C—CH2—CH2—CH—COO^ 
H 


H2C-CH3 

H—C^ + ^CH—COO^ 

^ Ai-Pirrolina- 5 -carboxilato (P 5 C) 


Aminotransferase 


Glutamato 


7-Semialdeido do 
A/-acetilglutamato 


a-Cetoglutarato 

O 


Pirrolina-carboxilato- 

redutase 


(NAD^H) + H^ 
^NAD(P)^ 


HN—C—CH3 
H3N—CH2—CH2—CH2—CH—COO“ 


A/-acetilornitinase 


H 


A/-Acetilornitina 


H2O 


CH3COO- 


\ 

C^ + /CH—COO“ 

/ 

H H2 


NH3 


Cicio da ureia 


H3N—CH2—CH2—CH2—CH—COO" 


Ornitina 


Prolina 


FIGURA 22-12 Biossmtese de prolina e arginina a partir do glutama¬ 
to em bacterias. Todos os cinco carbonos da prolina provem do glutama¬ 
to. Em muitos organismos, a glutamato-desidrogenase e incomum pelo fato 
de poder utilizar tanto NADH quanto NADPH como cofator. 0 mesmo talvez 
possa ocorrer com outras enzimas nessas vias. Na via da prolina, o y-semial- 
deido sofre uma ciclizaqao rapida e reversivel, formando A^-pirrolina-5-car- 
boxilato (P5C), em que o equilibrio favorece a formaqao do P5C. Na via da 
ornitina/arginina, a ciclizaqao nao ocorre em funqao da acetilaqao do grupo 
a-amino do glutamato no primeiro passo e remoqao do grupo acetila apos 
a transaminaqao. Embora algumas bacterias nao tenham a arginase e, assim, 
nao sejam capazes de completar o cicio da ureia, elas podem sintetizar a 
arginina a partir da ornitina, utilizando reaqoes paralelas as do cicio da ureia 
nos mamiferos, com a citrulina e o argininossuccinato como intermediarios 
(ver Eigura 18-10). 

Aqui e nas figuras seguintes deste capitulo, as setas nas reaqoes indi¬ 
cam a via linear ate os produtos finals, sem considerar a reversibilidade dos 
passos individuals. Por exempio, nessa via, o passo que leva a arginina, cata- 
lisado pela /V-acetilglutamato-desidrogenase, e quimicamente similar a rea- 
qao da gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase na glicolise (ver Eigura 14-8) e 
e facilmente reversivel. 


Ornitina- 

carbamoii- 
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FIGURA 22-13 Rea^ao da ornitina-6- 
-aminotransferase: um passo na via para 
a prolina, em mamiferos. Esta enzima e en- 
contrada na matriz mitocondrial da maioria dos 
tecidos. Embora o equilibrio favoreqa a forma- 
qao do P5C, a reaqao reversa e a unica via para a 
sintese da ornitina (e, portanto, da arginina) em 
mamiferos quando os niveis de arginina forem 
insuficientes para a sintese proteica. 
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HgN—CH 


CHo 
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carboxilato (P5C) 


A principal via para a produgao de serina e a mesma em 
todos os organismos (Figura 22-14). No primeiro passo, o 
grupo hidroxila do 3-fosfoglicerato e oxidado por uma desi- 


COQ- 
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Fosfosserina- 

aminotransferase 


Glutamato 

u-Cetoglutarato 


COO“ 


HgN—C—H 


CH2-0-(P) 


3-Fosfosserina 


Fosfosserina- 

fosfatase 



COO 


! HgN^C—H 


Serina 


CH2OH 


Serina- 

hidroximetil- 

transferase 


^ H 4 folato 

PLP 

^ A/'^,A/'^^-metileno H 4 folato 
^HaO 


drogenase (utilizando NAD^), produzindo 3-fosfo-hidroxi- 
piruvato. Uma transaminagao utilizando glutamato produz 
3-fosfosserina, que e entao hidrolisada em serina livre pela 
fosfosserina-fosfatase. 

A serina (tres carbonos) e precursora da glicina (dois 
carbonos), pela remogao de um atomo de carbono pela 
serina-hidroximetiltransferase (Figura 22-14). 0 tetra- 
-hidrofolato recebe o carbono j8 (C-3) da serina, que forma 
uma ponte metileno entre N-5 e N-10, originando 
-metilenotetra-hidrofolato (ver Figura 18-17). A reagao 
global, que e reversivel, tambem requer piridoxal-fosfato. 
No figado de vertebrados, a glicina pode ser produzida por 
outra via: a reagao reversa daquela mostrada na Figura 18- 
20c, catalisada pela glicina-sintase (tambem denominada 
enzima de clivagem da glicina): 

COg + NH4 + ^-metilenotetra-hidrofolato + 

NADH + H'^ ^glicina + tetra-hidrofolato + NAD^ 

Plantas e bacterias produzem o enxofre reduzido ne- 
cessario para a sintese de cistema (e de metionina, cuja 
sintese sera descrita posteriormente) a partir de sulfatos 
do ambiente; a via e mostrada no lado direito da Figura 
22-15. 0 sulfato e ativado em duas etapas, produzindo 
3'-fosfoadenosina-5'-fosfossulfato (PAPS), que sofre re- 
dugao a sulfeto, usando oito eletrons. 0 sulfeto e entao 
utilizado para a formagao de cistema a partir de serina, 
em uma via de dois passos. Os mamiferos sintetizam cis¬ 
tema a partir de dois aminoacidos: a metionina fornece o 
atomo de enxofre e a serina fornece o esqueleto carbona¬ 
do. A metionina e inicialmente convertida em A-adenosil- 
metionina (ver Figura 18-18), que pode perder seu grupo 
metila para diversos aceptores, formando A-adenosil- 
-homocistema (adoHcy). Esse produto desmetilado e hi- 
drolisado, liberando homocistema, que reage com a serina 
em uma reagao catalisada pela cistationina-j8-sintase, 
produzindo cistationina (Figura 22-16). Finalmente, a 
cistationina-y-liase, enzima que requer PLP, catalisa a 
remogao de amonia e a clivagem de cistationina, produ¬ 
zindo cistema livre. 


COO 


HgN—C—H 


H 


Glicina 


FIGURA 22-14 Biossmtese de serina a partir de 3-fosfoglicerato e 
biossmtese de glicina a partir de serina, em todos os organismos. A 

glicina tambem pode ser sintetizada a partir de CO 2 e NH( pela aqao da gli¬ 
cina-sintase, com A/^-A/'^-metilenotetra-hidrofolato como doador do grupo 
metila (vertexto). 
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FIGURA 22-15 Biossmtese de cistema a partir de serina em bacterias 
e plantas. A origem do enxofre reduzido e mostrada na via a direita. 
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FIGURA 22-16 Biossmtese de cistema a partir de homocisteina e seri¬ 
na em mamiferos. A homocisteina e formada a partir da metionina, como 
descrito no texto. 


Tres aminoacidos nao essenciais e seis aminoacidos 
essenciais sao sintetizados a partir de oxaloacetato 
e piruvato 

Oxaloacetato 



Alanina e aspartato sao sintetizados a partir de piruvato 
e oxaloacetato, respectivamente, por transaminagao com o 
glutamato. A asparagina e sintetizada por amidagao do as¬ 
partato, com o NH4 sendo doado pela glutamina. Esses sao 
aminoacidos nao essenciais e suas vias biossinteticas bas- 
tante simples ocorrem em todos os organismos. 

Por razoes nao compreendidas completamente, linfoci- 
tos malignos, presentes na leucemia linfoblastica aguda 


(LLA) da infancia, utilizam asparagina serica para sen cresci- 
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FIGURA 22-17 Biossmtese de seis aminoaddos essenciais a partir de 
oxaloacetato e piruvato em bacterias: metionina, treonina, Msina, iso- 
leudna, valina e leudna. Aqui, e em outras vias com multiplos passos, as 
enzimas estao listadas na legenda. Observe que o L,L-a,£r-diaminopimelato, o 
produto do passo ®, e simetrico. Os carbonos obtidos a partir do piruvato (e 0 
grupo amir^o proveniente do glutamato) nao sao seguidos alem deste ponto, 
pois as reaqbes subsequentes podem colocAlos em qualquer lado da molecula 
de lisina. + 
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mento. A quimioterapia para essa doenga e administrada jun- 
tamente com uma L-asparaginase, obtida de bacterias, de 
modo que a enzima funciona reduzindo a asparagina do soro. 
Os tratamentos combinados resultam em uma taxa de remis- 
sao maior que 95% nos casos de LLA da infancia (0 tratamen- 


to apenas com L-asparaginase produz remissao em 40 a 60% 
dos casos). No entanto, 0 tratamento com asparaginase tern 
alguns efeitos colaterais deleterios, e cerca de 10% dos pa- 
cientes que alcangam remissao apresentam recidiva, com tu- 
mores resistentes a terapia com farmacos. Pesquisadores es- 
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CH3 

a-Ceto-p- 

CH3—C—C— 000 “ metilvalerato 

I II 

H O 


0 


Glutamato 


PLP 


>■ a-Cetoglutarato 


CH3 ^ 

CH2 NH3 

CH3—CH—OH— 000 “ 


I Isoleucin^ 



OH3—OH—OH2—OH— 000 “ 


I Leucina | 


tao desenvolvendo inibidores da asparagina-sintetase humana 
para acrescenta-los as terapias para a LLA da infancia. ■ 
Metionina, treonina, lisina, isoleucina, valina e leucina 
sao aminoacidos essenciais; humanos nao sao capazes de 


sintetiza-los. Suas vias biossinteticas sao complexas e in- 
terconectadas (Figura 22-17). Em alguns casos, as vias 
em bacterias, fungos e plantas diferem significativamente. 
A Figura 22-17 mostra as vias em bacterias. 
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0 aspartato origina metionina, treonina e lisina. Os 

pontos de ramificagao dessas vias ocorrem a partir do j8-se- 
mialdeido do aspartato, um intermediario em todas as tres 
vias, e a partir da homosserina, um precursor da treonina e 
da metionina. A treonina, por sua vez, e um dos precursores 
da isoleucina. As vias da valina e da isoleucina comparti- 
Iham quatro enzimas (Figura 22-17, etapas © a ®). 0 piru- 
vato origina valina e isoleucina por meio de vias que iniciam 
com a condensagao de dois carbonos do piruvato (na forma 
de hidroxietil-tiamina-pirofosfato; ver Figura 14-15) com ou- 
tra molecula de piruvato (na via da valina) on com o^-cetobu- 
tirato (na via da isoleucina). 0 a-cetobutirato e derivado da 
treonina, em uma reagao que requer piridoxal-fosfato (Figura 
22-17, etapa ®). Um intermediario na via da valina, o Q:-cetoi- 
sovalerato, e o ponto de partida para uma ramificagao da via, 
contendo quatro passos, que leva a leucina (etapas © a ©). 

0 corismato e um intermediario-chave na smtese de 
triptofano, fenilalanina e tirosina 

I Fosfoenolpiruvato ] 

+ 


Eritrose-4-fosfato 



Fenilalanina 


Tirosina 


Triptofano 


Tirosina 


Aneis aromaticos nao estao facilmente disponiveis no am- 
biente, apesar de o anel benzenico ser muito estavel. A via 
com ramificagoes levando ao triptofano, a fenilalanina e a 
tirosina, que ocorre em bacterias, fungos e plantas, e a prin¬ 
cipal via biologica para a formagao do anel aromatico. Ela 
ocorre pelo fechamento do anel a partir de um precursor 
alifatico, seguindo-se a adigao, passo a passo, das ligagoes 
duplas. Os quatro primeiros passos produzem chiquimato, 
molecula de sete carbonos derivada da eritrose-4-fosfato e 
do fosfoenolpiruvato (Figura 22-18). 0 chiquimato e con- 
vertido em corismato por meio de tres passos, que incluem 
a adigao de mais tres carbonos a partir de outra molecula de 
fosfoenolpiruvato. 0 corismato e o primeiro ponto de rami¬ 
ficagao da via, com uma ramificagao levando ao triptofano e 
outra a fenilalanina e a tirosina. 

Na ramificagao que produz triptofano (Figura 22-19), 
o corismato e convertido em antranilato, em uma reagao em 
que a glutamina doa o nitrogenio que se tornara parte do 
anel indolico. 0 antranilato entao se condensa com o PRPP. 
0 anel indolico do triptofano e derivado dos carbonos do 
anel e do grupo amino do antranilato, mais dois carbonos 
oriundos do PRPP. A reagao final da sequencia e catalisada 
pela triptofano-sintase. Essa enzima apresenta estrutura 
com quatro subunidades, e pode dissociar-se em duas 
subunidades a e uma unidade /Bg, que catalisam diferentes 
partes da reagao global: 

Indol-3-glicerol-fosfatO subunidade a 

indol + gliceraldeido-3-fosfato 
Indol + serina-triptofano + H.O 

subunidade jSg 


A segunda parte da reagao requer piridoxal-fosfato (Fi¬ 
gura 22-20). 0 indol formado na primeira parte nao e li- 
berado pela enzima. Em vez disso, move-se atraves de um 
canal, desde o sitio ativo da subunidade a ate o sitio ati- 
vo de uma das subunidades j8, onde se condensa com uma 
base de Schiff, um intermediario formado a partir de serina 
e PLP Esse tipo de canalizagao de intermediaries pode ser 
uma caracteristica de toda a via, do corismato ao triptofano. 
Sitios ativos enzimaticos que catalisam os diferentes pas¬ 
sos (algumas vezes nao sao passos sequenciais) da via ate 
o triptofano sao encontrados em polipeptideos unices em 
algumas especies de fungos e bacterias, mas estao em pro- 
teinas separadas em outras especies. Alem disso, a ativida- 
de de algumas dessas enzimas requer uma associagao nao 
covalente com outras enzimas da via. Essas observagoes 
sugerem que todas as enzimas da via sao componentes de 
um grande complexo multienzimatico, tanto em bacterias 
quanto em eucariotos. Tais complexes geralmente nao sao 
preservados intactos quando as enzimas sao isoladas uti- 
lizando metodos bioquimicos tradicionais, mas ha grandes 
evidencias da existencia de complexes multienzimaticos 
para essa e outras vias metabolicas (ver Segao 16.3). 

Em plantas e bacterias, a fenilalanina e a tirosina sao 
sintetizadas a partir do corismato, em vias muito menos 
complexas que a via do triptofano. 0 intermediario comum 
e o prefenato (Figura 22-21). 0 passo final em ambos os 
cases e a transaminagao com o glutamate. 

Os animals podem produzir tirosina diretamente a par¬ 
tir da fenilalanina, pela hidroxilagao no C-4 do grupo fe- 
nila pela fenilalanina-hidroxilase; essa enzima tambem 
participa da degradagao da fenilalanina (ver Figuras 18-23 
e 18-24). A tirosina e considerada um aminoacido condi- 
cionalmente essencial, ou nao essencial, na medida em 
que pode ser sintetizada a partir do aminoacido essencial 
fenilalanina. 

A biossmtese de histidina utiliza precursores da 
biossintese de purinas 

Ribose-5-fosfato 


Histidina 


A via para a smtese de histidina em todas as plantas e bac¬ 
terias difere em diversos aspectos das vias biossinteticas 
de outros aminoacidos. A histidina e derivada de tres pre¬ 
cursores (Figura 22-22): o PRPP contribui com cinco car¬ 
bonos, o anel purico do ATP contribui com um nitrogenio 
e um carbono e a glutamina fornece o segundo nitrogenio 
do anel. Os passos-chave sao a condensagao do ATP e do 
PRPP, em que o N-1 do anel purico liga-se ao C-1 ativado 
da ribose do PRPP (etapa O na Figura 22-22); a abertura 
do anel purico que, ao final, deixa o N-1 e o C-2 da ade- 
nina ligados a ribose (etapa @); e a formagao do anel imi- 
dazol, uma reagao na qual a glutamina doa um nitrogenio 
(etapa ®). A utilizagao do ATP como metabolito, em vez 
de um cofat or rico em energia, e incomum, porem nao re- 
sulta em desperdicio, pois se encaixa na via biossintetica 
das purinas. A estrutura remanescente da molecula do ATP, 
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O chiquimato-desidrogenase 
0 chiquimato-dnase 

0 5-enolpiruvil-chiquinnato-3-fosfato- 
sintase 

0 corismato-sintase 


Chiquinnato-3- 

fosfato 


CHo 


O—C—COO" 

H 

H S-Enolpiruvil-chiquimato- 


3-fosfato 


3-Desidroquinato 


►P. 


COO 



CH2 


HO H 
Corismato 
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FIGURA 22-18 Biossmtese de corismato, intermediario 
na smtese de aminoacidos aromaticos em bacterias e 
plantas. Todos os carbonos sao derivados da eritrose-4- 
-fosfato (lilas) ou do fosfoenolpiruvato (cor salmao). Observe 
que o NAD^, necessario como cofator na etapa 0, e liberado 
sem modificapoes; ele pode ser transitoriamente reduzido a 
NADH durante a reapao, com a formapao de urn intermedia¬ 
rio de reapao oxidado. A etapa 0 e inibida competitivamente 
por glifosato (“COO—CH 2 —NH—CH 2 —POj"), o ingrediente 
ativo do herbicida Roundup, amplamente utilizado. Esse her¬ 
bicide e relativamente atoxico para mamiferos, que nao apre- 
sentam essa via biossintetica. Os nomes quimicos quinato, 
chiquimato e corismato sao derivados dos nomes das plantas 
em que foram observados acumulos desses intermediaries. 


liberada apos a transferencia do N-1 e do C-2, e o 5-aminoi- 
midazol-4-carboxamida-ribonucleotideo (AICAR), interme¬ 
diario da biossmtese de purinas (ver Figura 22-35), que e 
rapidamente reciclado ate ATR 

A biossmtese de aminoacidos esta sob 
regula^ao alosterica 

Como foi detalhado no Capitulo 15, o controle do fluxo por 
uma via metabolica frequentemente reflete as atividades de 
multiplas enzimas daquela via. No caso da smtese de ami¬ 
noacidos, a regulagao ocorre em parte por meio de inibigao 
por retroalimentagao da primeira reagao, pelo produto final 


da via. Em geral, essa primeira reagao e catalisada por uma 
enzima alosterica, que desempenha um papel importante 
no controle geral do fluxo atraves da via em questao. Como 
exemplo, a Figura 22-23 mostra a regulagao alosterica 
da smtese de isoleucina a partir de treonina (detalhada na 
Figura 22-17). 0 produto final, a isoleucina, e um inibidor 
alosterico da primeira reagao da sequencia. Em bacterias, 
tal modulagao alosterica da smtese dos aminoacidos con- 
tribui para o ajuste, minuto a minuto, da atividade da via as 
necessidades da celula. 

A regulagao alosterica de uma enzima individual pode 
ser consideravelmente mais complexa. Um exemplo e o no- 
tavel conjunto de controles alostericos exercidos sobre a 
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glutamina-sintetase deE. coli (Figura 22-8). Seis produtos 
derivados da glutamina atuam como moduladores na retro- 
alimentagao negativa da enzima, e os efeitos gerais desses e 
de outros moduladores sao mais que aditivos. Tal regulagao 
e denominada inibi^ao orquestrada. 

Mecanismos adicionais contribuem para a regulagao 
das vias biossinteticas dos aminoacidos. Uma vez que os 
20 aminoacidos comuns devem ser produzidos nas propor- 
goes adequadas para a sintese proteica, as celulas desen- 
volveram formas nao apenas de controlar as velocidades 
de sintese de aminoacidos individuais, mas tambem de 
produzi-los de modo coordenado. Tal coordenagao e es- 
pecialmente bem desenvolvida em celulas bacterianas de 
crescimento rapido. A Figura 22-24 mostra como as celu¬ 
las de E. coli coordenam a sintese de lisina, metionina, tre- 
onina e isoleucina, aminoacidos esses produzidos todos a 
partir do aspartato. Diversos tipos importantes de padroes 
inibidores sao evidenciados. A etapa desde o aspartato ate 
aspartil-/3-fosfato e catalisada por tres isoenzimas, cada 
uma delas controlada independentemente por diferentes 
moduladores. Essa multiplicidade enzimatica impede 
que um produto final da biossintese inative completamen- 
te etapas-chave em uma via, quando outros produtos da 
mesma via sao necessarios. Os passos desde o j8-semial- 
deido do aspartato ate a homosserina e da treonina ate o 
a-cetobutirato (detalhados na Figura 22-17) tambem sao 
catalisados por isoenzimas duplas, independentemente 
controladas. Uma isoenzima para a conversao de asparta¬ 
to em aspartil-/3-fosfato e inibida alostericamente por dois 
moduladores diferentes, lisina e isoleucina, cujas agoes sao 
mais que aditivas - outro exemplo de inibigao concertada. 
A sequencia desde o aspartato ate a isoleucina esta sujeita 
a inibigoes por retroalimentagao multiplas e sobrepostas; 
por exemplo, a isoleucina inibe a conversao de treonina 
em a-cetobutirato (como descrito anteriormente), e a tre¬ 
onina inibe sua propria formagao em tres pontos: a partir 
da homosserina, a partir do /3-semialdeido do aspartato e 
a partir do aspartato (etapas O, 0 e O na Figura 22-17). 
Esse mecanismo regulador global e denominado inibigao 
sequencial por retroalimentagao. 

Padroes semelhantes sao evidenciados nas vias que le- 
vam aos aminoacidos aromaticos. 0 primeiro passo da via 
inicial ate a formagao do intermediario comum corismato 
e catalisado pela enzima 2-ceto-3-desoxi-D-arabino-heptu- 
losonato-7-fosfato (DAHP)-sintase (etapa O na Figura 22- 
18). Muitos dos microrganismos e plantas tern tres isoenzi¬ 
mas para a DAHP-sintase. Uma e inibida alostericamente 
(inibigao por retroalimentagao) por fenilalanina, outra por 
tirosina e a terceira pelo triptofano. Esse esquema ajuda 
a via geral a responder as necessidades celulares para um 
ou mais dos aminoacidos aromaticos. Regulagao adicional 
ocorre apos a via ramificar-se, no corismato. Por exemplo. 


FIGURA 22-19 Biossmtese de tripto¬ 
fano a partir de corismato em bac- 
terias e plantas. Na E. coli, as enzimas 
que catalisam as etapas O e 0 sao subu- 
nidades de um complexo unico. 
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0 antranilato-fosforribosil-transferase 
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0 triptofano-sintase 
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MECANISMO-FIGURA22-20 Rea^aodatriptofano-sintase. (a)Estaen- 

zima catalisa uma reagao envolvendo multiples passes e diverses tipes de 
rearranjes quimices. As transfermaqoes facilitadas pele PLP ecerrem ne car- 
bene jS (C-3) de amineacide, ae centrarie das reaqoes descritas na Figura 


18-6, que ecerrem ne carbene a. 0 carbene (B da serina e ligade ae sistema 
indolice de aneis. (b) (PDB ID 1KFJ) 0 indel gerade na subunidade a (brance) 
meve-se per urn tunel ate a subunidade jS (azul), ende se cendensa cem a 
perqae serina. ^ Mecanismo da triptofano-sintase 
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formados a partir do pimvato e do oxaloacetato, respec- 
tivamente, por transaminagao. A cadeia carbonada da 
serina e derivada do 3-fosfoglicerato. A serina e precur- 
sora da glicina; o atomo de carbono j8 da serina e trans- 
ferido para o tetra-hidrofolato. Em microrganismos, 
a cistema e produzida a partir de serina e de sulfeto, 
produzido pela redugao de sulfato obtido do ambiente. 
Os mamiferos produzem cistema a partir de metionina e 
serina, por uma serie de reagoes que requer A-adenosil- 
metionina e cistationina. 

► Entre os aminoacidos essenciais, os aminoacidos aro- 
maticos Cfenilalanina, tirosina e triptofano) sao produ- 
zidos por uma via em que o corismato representa um 
ponto-chave de ramificagao. 0 fosforribosil-pirofosfato 
e precursor do triptofano e da histidina. A via da histidi- 
na esta interconectada com a via de sintese de purinas. 
A tirosina tambem pode ser produzida por hidroxilagao 
da fenilalanina (e, por isso, e considerada um aminoaci- 
do condicionalmente essencial). As vias para os demais 
aminoacidos essenciais sao complexas. 

► As vias de biossmtese de aminoacidos estao sujeitas a 
inibigao alosterica pelo produto final; a enzima regula- 
dora geralmente e a primeira da sequencia. A regulagao 
das varias vias sinteticas e coordenada. 



Tirosina 


NH3 

CH 2 —CH—COO" 


Fenilalanina 


O corismato-mutase 
0 prefenato-desidrogenase 
0 prefenato-desidratase 


FIGURA 22-21 Biossmtese de fenilalanina e tirosina a partir de coris¬ 
mato em bacterias e plantas. A conversao do corismato em prefenato e 
um exempio biologico raro de um rearranjo de Claisen. 


as enzimas que catalisam os dois primeiros passos da rami¬ 
ficagao que leva ao triptofano estao sujeitas a inibigao alos¬ 
terica pelo triptofano. 

RESUMO 22.2 Biossmtese de aminokidos 

► Plantas e bacterias sintetizam todos os 20 aminoacidos 
comuns. Os mamiferos podem sintetizar cerca de me- 
tade deles, os demais devem estar presentes na dieta 
(aminoacidos essenciais). 

► Entre os aminoacidos nao essenciais, o glutamato e 
formado por aminagao redutora do a-cetoglutarato e 
serve como precursor de glutamina, prolina e arginina. 
Alanina e aspartato (e assim tambem a asparagina) sao 


22.3 Moleculas derivadas de aminoacidos 

Alem de sen papel como blocos constitutivos das proteinas, 
os aminoacidos sao precursores de muitas biomoleculas 
especializadas, incluindo hormonios, coenzimas, nucleoti- 
deos, alcaloides, polimeros constituintes da parede celular, 
porfirinas, antibioticos, pigmentos e neurotransmissores. 
Aqui serao descritas as vias de sintese de diversos desses 
derivados de aminoacidos. 

A glicina e precursora das porfirinas 

A biossmtese de porfirinas, para as quais a glicina e um 
importante precursor, e nosso primeiro exempio, devido 
a importancia central do nucleo das porfirinas nas heme- 
proteinas, como a hemoglobina e os citocromos. As por¬ 
firinas sao sintetizadas a partir de quatro moleculas do 
derivado monopirrolico porfobilinogenio, o qual e de- 
rivado de duas moleculas de 6-aminolevulinato. Ha duas 
vias principals para o 6-aminolevulinato. Em eucariotos 
superiores (Figura 22-25a), a glicina reage com succinil- 
-CoA na primeira etapa da via, produzindo a-amino-j8-ce- 
toadipato, que e entao descarboxilado, produzindo 6-ami- 
nolevulinato. Em plantas, algas e na maioria das bacterias, 
o 6-aminolevulinato e formado a partir do glutamato (Fi¬ 
gura 22-25b). 0 glutamato e inicialmente esterificado, 
originando glutamil-tRNA^^'' (ver, no Capitulo 27, o topico 
referente ao RNA transportador); a redugao pelo NADPH 
converte o glutamato em 1-semialdeido do glutamato, o 
qual e clivado do tRNA. Uma aminotransferase converte o 
1-semialdeido do glutamato em 6-aminolevulinato. 
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FIGURA 22-22 Biossmtese de histidina em bacterias e plantas. Ato- 
mos originarios do PRPP e do ATP estao sombreados em cor salmao e azul, 
respectivamente. Dois nitrogenios da histidina provem da glutamina e do 


glutamato (em verde). Observe que o derivado do ATP que resta apos a eta- 
pa © (AlCAR) e urn intermediario da biossintese de purinas (ver Figura 22-35, 
etapa ©), de modo que o ATP e rapidamente regenerado. 
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NH3 

CH3-CH-CH-COO- Treonina 


OH 


>0 


T reonina-desidratase 


O 


CH3 — CH2 —C—coo a-Cetobutirato 

5 etapas 

1 NH3 

--CH3-CH2-CH-CH-COO- Isoleucina 
CH3 


FIGURA 22-23 Regula^ao alosterica da biossmtese de isoleucina. A 

primeira reapao da via desde a treonina ate a isoleucina e inibida pelo pro- 
duto final, a isoleucina. Esse foi urn dos primeiros exemplos descobertos de 
inibipao alosterica por retroalimentapao. As etapas desde o a-cetobutirato 
ate a isoleucina correspondem as etapas © a ® na Figura 22-17 (perfazendo 
cinco etapas, pois © e uma reapao de duas etapas). 



FIGURA 22-24 Mecanismos reguladores interconectados na biossm¬ 
tese de diversos aminoacidos derivados do aspartato em E. co//. Tres 
enzimas (A, B e C) tern duas ou tres isoformas, indicadas pelos subscritos 
numericos. Em cada caso, uma das isoformas (A 2 , e C 2 ) nao apresenta re- 
gulapao alosterica; essas isoenzimas sao reguladas por alterapoes na quanti- 
dade de enzima sintetizada (Capitulo 28). A sintese das isoenzimas A 2 e B^ e 
reprimida quando os niveis de metionina estao altos, e a sintese da isoenzi- 
ma C 2 e reprimida quando os niveis de isoleucina estao altos. A enzima A e a 
aspartato-cinase, a enzima B e a homosserina-desidrogenase e a enzima C e 
a treonina-desidratase. 


Em todos os organismos, duas moleculas de 6-amino- 
levulinato se condensam para formar porfobilinogenio e, 
por meio de uma serie de reagoes enzimaticas complexas, 
quatro moleculas de porfobilinogenio se unem, forman- 
do protoporfirina (Figura 22-26). 0 atomo de ferro e 
incorporado apos a protoporfirina ter sido formada, em 
um passo catalisado pela ferroquelatase. A biossmtese de 
porfirinas e regulada nos eucariotos superiores pela con- 
centragao do produto heme, o qual serve como inibidor 
por retroalimentagao dos passos iniciais da via de sintese. 
Defeitos geneticos na biossmtese de porfirinas podem le- 
var ao acumulo de intermediaries da via, causando varias 
doengas humanas conhecidas coletivamente como porfi- 
rias (Quadro 22-2). 


0 grupo heme e fonte dos pigmentos biliares 

0 grupo ferro-porfirina (heme) da hemoglobina, libe- 
rado no bago a partir de eritrocitos em degeneragao, e 
degradado, produzindo Fe^^ livre e, por fim, bilirrubina. 
Essa via e surpreendente por sua capacidade de conferir 
cor a bioquimica humana. 

0 primeiro passo, nessa via de duas etapas, e catalisa¬ 
do pela hemeoxigenase, que converte heme em biliverdina, 
derivado tetrapirrolico linear (aberto) (Figura 22-27). Os 
demais produtos da reagao sao Fe^^ livre e CO. 0 Fe^^ e 
rapidamente ligado a ferritina. 0 monoxide de carbono e 
um toxico que se liga a hemoglobina (ver Quadro 5-1), e a 
produgao de CO pela hemeoxigenase assegura que, mesmo 
na ausencia de exposigao ambiental, cerca de 1% do heme 
de uma pessoa esteja complexado ao CO. 

A biliverdina e convertida em bilirrubina no segundo 
passo, catalisado pela biliverdina-redutase. Voce pode 
monitorar essa reagao colorimetricamente em um expe- 
rimento in situ bastante familiar. Quando voce sofre um 
machucado que resulta em hematoma, a cor negra e/ou 
purpura resulta da hemoglobina liberada pelos eritroci¬ 
tos danificados. Com o tempo, a cor muda para o verde 
da biliverdina e, apos, para o amarelo da bilirrubina. A bi¬ 
lirrubina e bastante insoluvel, sendo transportada na cor- 
rente sanguinea complexada com a albumina serica. No 
figado, a bilirrubina e transformada no pigmento da bile, 
bilirrubina-diglicuronato. Esse produto e suficientemente 
hidrossoluvel para ser secretado com outros componentes 
da bile para o intestine delgado, onde enzimas microbianas 
o convertem em diversos produtos, predominantemente 
urobilinogenio. Algum urobilinogenio e absorvido e chega 
ao sangue, sendo transportado ate os rins, onde e conver- 
tido em urobilina, o componente que confere a urina sua 
coloragao amarela (Figura 22-27). 0 urobilinogenio que 
permanece no intestine e convertido (em outra reagao 
dependente dos microrganismos da flora intestinal) em 
estercobilina (Figura 22-27), que confere as fezes a cor 
marrom-avermelhada. 

Insuficiencia da fungao hepatica ou bloqueio da secre- 
gao de bile determina o extravasamento da bilirrubina do 
figado para o sangue, resultando em coloragao amarela da 
pele e da esclera dos olhos, condigao denominada ictericia. 
Em cases de ictericia, a determinagao da concentragao de 
bilirrubina no sangue pode ser util para o diagnostico da 
doenga hepatica subjacente. Bebes recem-nascidos algu- 
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FIGURA 22-25 Biossmtese do 6-aminolevulinato. (a) Na maioria dos 
animais, incluindo os mamiferos, o S-aminolevulinato e sintetizado a partir 
de glicina e succinil-CoA. Os atomos fornecidos pela glicina sao mostrados 
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l-Semialdeido do glutamato 

em cor-de-rosa. (b) Em bacterias e plantas, o precursor do 6-aminolevulinato 
e o glutamato. 
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FIGURA 22-26 Biossmtese do heme a partir do 6-aminolevulinato. Ac 

representa acetila (—CH 2 COO“); Pr representa propionila (—CH 2 CH 2 COO"). 
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^ MEDICINA 


Sobrereisevampiros 


As porfirias sao um gmpo de doengas geneticas que re- 
sultam de defeitos em enzimas da via biossintetica da 
glicina as porfirinas; precursores especificos de porfiri- 
nas acumulam-se nos eritrocitos, nos fluidos corporals e 
no figado. A forma mais comum e a porfiria intermitente 
aguda. A maioria das pessoas que herdam essa condigao 
e heterozigota e, em geral, assintomatica, pois a unica c6- 
pia normal do gene fornece um nlvel suficiente de fungao 
enzimatica. Contudo, certos fatores nutricionais on am- 
bientais (ainda nao completamente esclarecidos) podem 
levar a um aumento de 6-aminolevulinato e porfobilinoge- 
nio, levando a crises de dor abdominal aguda e disfungao 
neurologica. 0 rei George III, monarca britanico durante 
a guerra da independencia dos Estados Unidos, sofria de 
graves episodios de aparente loucura, que embagaram o 
registro historico desse homem talentoso. Os sintomas de 
sua condigao sugerem que George III sofria de porfiria 
intermitente aguda. 

Uma das mais raras porfirias resulta de um acumulo 
de uroporfirinogenio I, isomero anormal de um precur¬ 
sor da protoporfirina. Esse composto cora a urina de 
vermelho, faz os dentes fluorescerem fortemente sob luz 
ultravioleta e torna a pele anormalmente sensivel a luz do 
sol. Muitas pessoas com essa porfiria sao anemicas, pois 
e sintetizada uma quantidade insuficiente de heme. Essa 
condigao genetica pode ter originado os mitos dos vampi- 
ros nas lendas folcloricas. 


Os sintomas da maioria das porfirias atualmente sao 
controlados com facilidade com a manipulagao da dic¬ 
ta ou com a administragao de heme ou de derivados do 
heme. 


S-Aminolevulinato 

(^)-> I Porfiria de Doss | 

Porfobilinogenio 

(^)-^ I Porfiria intermitente aguda | 

Pre-uroporfirinogenio 

(^)-^ I Porfiria eritropoietica congeni^ 

Uroporfirinogenio III 

(^)-^ I Porfiria cutanea tardia | 

Coproporfirinogenio 

(^)-^ I Coproporfiria hereditaria | 

Protoporfirinogenio 

(^)-^ I Porfiria variegata | 

Protoporfirina 

(^)-^ I Protoporfiria eritropoietica | 

Heme 


mas vezes desenvolvem ictericia por ainda nao produzirem 
quantidades suficientes de glicuronil-bilirrubina-transfe- 
rase para processar sua bilirrubina. Um tratamento tradi- 
cional para reduzir o excesso de bilirrubina consiste na ex- 
posigao a uma lampada fluorescente, que leva a conversao 
fotoquimica da bilirrubina em compostos mais soluveis e, 
portanto, mais facilmente excretaveis. 

Essas vias da degradagao do heme desempenham papeis 
significativos na protegao das celulas contra dano oxidativo 
e na regulagao de certas fungoes celulares. 0 CO produzido 
pela hemeoxigenase e toxico em altas concentragoes; con¬ 
tudo, em concentragoes muito baixas, como aquelas resul- 
tantes da degradagao do heme, esse composto parece ter 
algumas fungoes reguladoras e/ou de sinalizagao. 0 CO atua 
como vasodilatador, de modo semelhante ao oxido nitrico 
(discutido a seguir), embora com menor potencia. Baixos 
niveis de CO tambem tern alguns efeitos reguladores sobre a 
neurotransmissao. A bilirrubina e o antioxidante mais abun- 
dante nos tecidos dos mamiferos, sendo responsavel pela 
maior parte da atividade antioxidante no soro. Sens efeitos 
protetores parecem ser especialmente importantes para o 
cerebro em desenvolvimento dos bebes recem-nascidos. A 
toxicidade celular associada a ictericia pode ser devida ao 
fato de os niveis de bilirrubina excederem os niveis de albu- 
mina serica necessaries para solubilizar esse composto. 

Considerando esses varies papeis para os produtos da 
degradagao do heme, a via de degradagao esta sujeita a re¬ 
gulagao, principalmente em sen primeiro passo. Os huma- 


nos possuem pelo menos tres isoenzimas da hemeoxigenase 
(HO). A HO-1 e altamente regulada; a expressao de sen gene 
e induzida por uma ampla gama de condigoes relacionadas 
ao estresse (estresse hemodinamico, angiogenese [desen¬ 
volvimento descontrolado de vasos sanguineos], hipoxia, hi- 
peroxia, cheque termico, exposigao a radiagao ultravioleta, 
peroxido de hidrogenio e muitos outros ataques metaboli- 
cos). A HO-2 e encontrada principalmente no encefalo e nos 
testiculos, onde e expressa constitutivamente. A terceira 
isoenzima, a HO-3, ainda nao esta bem caracterizada. ■ 

Os aminoacidos sao precursores da creatina 
e da glutationa 

A fosfocreatina, derivada da creatina, e um importante 
tampao energetico no musculo esqueletico (ver Quadro 23- 
2). A creatina e sintetizada a partir da glicina e da arginina 
(Figura 22-28); a metionina, na forma de A-adenosilmetio- 
nina, atua como doadora do grupo metila. 

A glutationa (GSH), presente em plantas, animals e 
em algumas bacterias, frequentemente em niveis altos, 
pode ser considerada um tampao redox, sendo derivada dos 
aminoacidos glutamate, cisteina e glicina (Figura 22-29). 
0 grupo y-carboxila do glutamate e ativado pelo ATP, for- 
mando um intermediario acil-fosfato, que e entao atacado 
pelo grupo a-amino da cisteina. Uma segunda reagao de 
condensagao se segue, com o grupo a-carboxila da cisteina 
ativado na forma de acil-fosfato, permitindo a reagao com a 
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FIGURA 22-27 Bilirrubina e seus produtos de degrada^ao. 

M representa metila; V, vinila; Pr, propionila; E, etila. Para facilitara 
comparapao, estas estruturas estao mostradas na forma linear e 
nao em suas conformapoes estereoquimicas corretas. 
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glicina. A forma oxidada da glutationa (GSSG), produzida 
no curso de suas atividades redox, contem duas moleculas 
de glutationa ligadas por meio de uma ligagao dissulfeto. 

A glutationa provavelmente ajuda a manter os grupos 
sulfidrila das proteinas no estado reduzido e o ferro do 
heme no estado ferroso (Fe^^), servindo como agente re- 
dutor para a glutarredoxina na sintese de desoxirribonu- 
cleotideos (ver Figura 22-41). Sua fungao redox tambem e 
utilizada para remover peroxides toxicos formados durante 
o curso normal do crescimento e do metabolismo em con- 
digoes aerobias: 

2 GSH + R—0—0—H-> GSSG + H 2 O + R—OH 

Essa reagao e catalisada pela glutationa-peroxidase, en- 
zima notavel pelo fato de center um atomo de selenio (Se) 
covalentemente ligado, na forma de selenio-cisteina (ver 
Figura 3-8a), essencial para sua atividade. 


D-Aminoacidos sao encontrados basicamente em bacterias 



Embora D-aminoacidos geralmente nao ocorram em 
proteinas, eles tern algumas fungoes especiais na es- 


trutura das paredes celulares bacterianas e em antibioticos 
peptidicos. Peptidoglicanos bacterianos (ver Figura 20-30) 
contem D-alanina e D-glutamato. Os D-aminoacidos sao pro- 
duzidos diretamente a partir dos isomeros l, pela agao de 
aminoacido-racemases, que tern piridoxal-fosfato como co- 
fator (ver Figura 18-6). A racemizagao de aminoacidos e de 
grande importancia para o metabolismo bacteriano, e enzi- 
mas como a alanina-racemase sao alvos importantes para 
agentes farmaceuticos. Um desses agentes, a L-fluoralani- 
na, esta sendo testado como farmaco antibacteriano. Ou¬ 
tre, a ciclosserina, e utilizado no tratamento da tuberculo- 
se. Contudo, uma vez que esses inibidores tambem afetam 
algumas enzimas humanas que utilizam PLP, eles potencial- 
mente apresentam efeitos colaterais indesejaveis. ■ 
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FIGURA 22-29 Metabolismo da glutationa. (a) Biossintese da glutatio¬ 
na. (b) Forma oxidada da glutationa. 


FIGURA 22-28 Biossmtese de creatina e fosfocreatina. A creatina e 
sintetizada a partir de tres aminoacidos: glicina, arginina e metionina. Esta via 
mostra a versatilidade dos aminoacidos como precursores de outras biomo- 
leculas nitrogenadas. 


Aminoacidos aromaticos sao precursores de muitas 
substancias de origem vegetal 

A fenilalanina, a tirosina e o triptofano sao convertidos em 
varios compostos importantes nas plantas. 0 polimero rigi- 
do lignina, derivado da fenilalanina e da tirosina, esta atras 
apenas da celulose em abundancia nos tecidos vegetais. A 
estrutura do polimero de lignina e complexa e nao esta bem 
esclarecida. 0 triptofano tambem e o precursor do hormo- 
nio de crescimento em plantas, o indol-3-acetato, on auxi- 


na (Figura 22-30a), importante para a regulagao de uma 
ampla gama de processes biologicos nos vegetais. 

A fenilalanina e a tirosina tambem originam muitos pro- 
dutos naturais de importancia comercial, incluindo os tani- 
nos, que inibem a oxidagao em vinhos; os alcaloides, como a 
morfina, que apresenta potentes efeitos fisiologicos; e con- 
dimentos on aromatizantes encontrados em oleo de canela 
(Figura 22-30b), noz moscada, cravo-da-india, baunilha, pi- 
menta vermelha e outros produtos. 


Aminas biologicas sao produtos da descarboxila^ao 
dos aminoacidos 


Muitos neurotransmissores importantes sao aminas 
primarias on secundarias, derivadas de aminoacidos 
por meio de vias simples. Alem disso, algumas poliaminas 
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FIGURA 22-30 Biossmtese de dois compostos vegetais a partir de 
aminoacidos. (a) lndol-3-acetato (auxina) e (b) cinamato (confere aroma 
a canela). 


que formam complexos com o DNA sao derivadas do ami- 
noacido ornitina, intermediario do ciclo da ureia. Um de- 
nominador comum de muitas dessas vias e a descarboxila- 
gao dos aminoacidos, outra reagao que requer PLP (ver 
Figura 18-6). 

A sintese de alguns neurotransmissores esta ilustrada 
na Figura 22-31. A tirosina origina uma familia de cate- 
colaminas, que inclui a dopamina, a noradrenalina e a 
adrenalina. Os niveis das catecolaminas correlacionam-se, 
entre outras coisas, com variagoes na pressao sanguinea. 
A doenga de Parkinson, um disturbio neurologico, esta as- 
sociada com uma menor produgao de dopamina e tern sido 
tradicionalmente tratada pela administragao de L-dopa. A 
produgao em excesso de dopamina no cerebro pode estar 
ligada a transtornos psiquiatricos, como a esquizofrenia. 

A descarboxilagao do glutamato origina o acido y- 
-aminobutirico (GABA), um neurotransmissor inibitorio. 
Uma baixa produgao de GABA esta associada com crises 
epilepticas. Analogos do GABA sao utilizados no tratamen- 
to da epilepsia e da hipertensao. Pode-se tambem aumen- 
tar os niveis de GABA administrando-se inibidores da en- 
zima de degradagao do GABA, a GABA-aminotransferase. 


Outro neurotransmissor importante, a serotonina, e pro- 
duzido a partir do triptofano, em uma via constituida por 
dois passos. 

A histidina sofre descarboxilagao, originando histami- 
na, um poderoso vasodilatador em tecidos animals. A his- 
tamina e liberada em grandes quantidades como parte da 
resposta alergica e tambem estimula a secregao acida no es- 
tomago. Um crescente conjunto de agentes farmaceuticos 
esta sendo projetado para interferir com a sintese ou com a 
agao da histamina. Um exemplo importante e o antagonis- 
ta do receptor da histamina, a cimetidina (Tagamet), um 
analogo estrutural da histamina: 


CHg CHo—S—CHo —CHo —NH—C—NH—CHs 


N, NH 


N—C=N 


Esse composto auxilia na cura de ulceras duodenais pela 
inibigao da secregao gastrica de acido. 

Poliaminas, como a espermina e a espermidina, en- 
voMdas na condensagao do DNA, sao derivadas da metio- 
nina e da ornitina pela via mostrada na Figura 22-32. 0 
primeiro passo e a descarboxilagao da ornitina, um precur¬ 
sor da arginina (Figura 22-12). A ornitina-descarboxila- 
se, uma enzima que requer PLP, e alvo de diversos inibido¬ 
res poderosos utilizados como agentes farmaceuticos (ver 
Quadro6-3). ■ 

A arginina e precursora na sintese biologica de 
oxido nitrico 

Um achado surpreendente, em meados da decada de 1980, 
foi o papel do oxido nitrico (NO) - anteriormente apenas 
conhecido como componente poluidor do ar - como impor¬ 
tante mensageiro biologico. Essa substancia gasosa simples 
difunde-se facilmente atraves das membranas, embora sua 
alta reatividade restrinja seu raio de difusao para cerca de 
1 mm a partir de seu ponto de sintese. Em humanos, o NO 
desempenha papeis em uma ampla gama de processes fisio- 
logicos, incluindo neurotransmissao, coagulagao sanguinea 
e controle da pressao sanguinea. Seu mode de agao e des- 
crito no Capitulo 12 (ver Segao 12.4). 

0 oxido nitrico e sintetizado a partir da arginina em uma 
reagao dependente de NADPH, catalisada pela oxido-nitri- 
co-sintase (Figura 22-33), enzima dimerica estruturalmen- 
te relacionada a NADPH-citocromo-P-450-redutase (ver 
Quadro 21-1). A reagao e uma oxidagao com transferencia 
de cinco eletrons. Cada subunidade da enzima contem liga¬ 
da uma molecula de cada um de quatro diferentes cofatores: 
FMN, FAD, tetra-hidrobiopterina e heme contendo Fe^^. 0 
NO e uma molecula instavel e nao pode ser armazenado. Sua 
sintese e estimulada pela interagao da oxido-nitrico-sintase 
com Ca^^-calmodulina (ver Figura 12-11). 

RESUMO 22.3 Moleculas derivadas de aminokidos 

► Muitas biomoleculas importantes sao derivadas dos ami¬ 
noacidos. A glicina e um precursor de porfirinas. A de¬ 
gradagao do heme (ferro-porfirina) produz a bilirrubina, 
que e convertida em pigmentos biliares, com diversas 
fungoes fisiologicas. 
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FIGURA 22-31 Biossmtese de alguns neurotransmissores a partir de 
aminoacidos. Em cada caso, o passo-chave e o mesmo: uma descarboxila- 
pao dependente de PEP (sombreada em cor salmao). 
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► A glicina e a arginina originam a creatina e a fosfocreati- 
na, um tampao energetico. A glutationa, formada a par¬ 
tir de tres aminoacidos, e um importante agente redutor 
na celula. 

► As bacterias sintetizam D-aminoacidos a partir de l- 
-aminoacidos, por meio de reagoes de racemizagao que 
requerem piridoxal-fosfato. Os D-aminoacidos sao co- 
mumente encontrados em certas paredes bacterianas e 
em certos antibioticos. 

► Os aminoacidos aromaticos originam muitas substancias 
nos vegetais. A descarboxilagao dependente de PLP de 
alguns aminoacidos produz importantes aminas biologi- 
cas, incluindo neurotransmissores. 

► A arginina e precursora do oxido nitrico, um mensageiro 
biologico. 


22.4 Biossmtese e degrada^ao de nucleoti'deos 

Como discutido no Capitulo 8, os nucleotideos apresentam 
uma variedade de importantes fungoes em todas as celulas. 
Eles sao precursores do DNA e do RNA; sao carreadores 
essenciais de energia quimica - papel desempenhado basi- 
camente pelo ATP e, em parte, pelo GTP; sao componentes 
dos cofatores NAD, FAD, LS-adenosilmetionina e coenzima 
A, assim como de intermediaries biossinteticos ativados, 
como UDP-glicose e CDP-diacilglicerol; e alguns deles, 
como o cAMP e o cGMP, sao tambem segundos-mensagei- 
ros celulares. 

Dois tipos de vias levam aos nucleotideos: as vias de 
novo e as vias de salvagao. A sintese de novo dos nu¬ 
cleotideos inicia com seus precursores metabolicos: ami¬ 
noacidos, ribose-5-fosfato, COg e NHg. As vias de salvagao 
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FIGURA 22-32 Biossmtese de espermidina e espermina. Os passos 
envolvendo descarboxilapoes dependentes de PLP estao sombreados em 
cor salmao. Nessas reapoes, a S-adenosilmetionina (em sua forma descarbo¬ 
xilada) atua como fonte de grupos propilamino (sombreados em azul). 
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reciclam as bases livres e os nucleosideos liberados a partir 
da degradagao de acidos nucleicos. Ambos os tipos de vias 
sao importantes no metabolismo celular e sao discutidos 
nesta segao. 

As vias de novo para a biossmtese de purinas e pirimi- 
dinas parecem ser quase identicas em todos os organismos 
vivos. Uma observagao notavel e que as bases livres gua- 
nina, adenina, timina, citidina e uracila ndo sao interme- 
diarias nessas vias, isto e, as bases nao sao sintetizadas e 
entao ligadas a ribose, como se poderia esperar. A estru- 
tura do anel purico e construida ligada a ribose durante 
todo o processo, com a adigao de um on de poucos atomos 
por vez. 0 anel pirimidico e sintetizado como orotato, li- 


gado a ribose-fosfato e, entao, convertido nos nucleotideos 
pirimidicos comuns necessarios para a sintese dos acidos 
nucleicos. Embora as bases livres nao sejam intermediarias 
nas vias de novo, elas sao intermediarias em algumas das 
vias de salvagao. 

Diversos precursores importantes sao compartilhados 
pelas vias de novo para a sintese de pirimidinas e puri¬ 
nas. 0 fosforribosil-pirofosfato (PRPP) e importante para 
a sintese de ambas e, nessas vias, a estrutura da ribose e 
mantida no nucleotideo produzido, ao contrario do sen des- 
tino nas vias para a biossmtese de triptofano e histidina, 
discutidas anteriormente. Um aminoacido e um precursor 
importante em cada tipo de via: a glicina para as purinas e 
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FIGURA 22-33 Biossmtese de oxido nitrico. Ambos os passos sao catalisados pela oxido-nitrico-sintase. 0 nitrogenio do NO provem do grupo guanidino 
da arginina. 
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o aspartato para as pirimidinas. A glutamina e, novamente, 
a mais importante fonte de grupos amina - em cinco passes 
distintos das vias de novo. 0 aspartato tambem e utilizado 
como fonte de um grupo amino em dois dos passes das vias 
das purinas. 

Duas outras caracteristicas devem ser mencionadas. 
Primeiro, existem evidencias, especialmente na via de 
sintese de novo das purinas, de que as enzimas estejam 
presentes na celula como grandes complexes multienzima- 
ticos, tema recorrente na discussao do metabolismo. Se- 
gundo, os conjuntos celulares de nucleotideos (outros que 
nao o ATP) sao bastante pequenos, talvez 1% on menos das 
quantidades necessarias para a sintese de DNA celular. As- 
sim sendo, as celulas devem continuar a sintetizar nucleo¬ 
tideos durante a sintese de acidos nucleicos e, em alguns 
cases, a sintese de nucleotideos pode limitar as velocidades 
de replicagao e de transcrigao do DNA. Em fungao da im- 
portancia desses processes nas celulas em divisao, agentes 
que inibem a sintese de nucleotideos se tornaram especial¬ 
mente importantes em medicina. 

Agora serao examinadas as vias biossinteticas para os 
nucleotideos puricos e pirimidicos e sua regulagao, a for- 
magao de desoxinucleotideos e a degradagao de purinas e 
pirimidinas em acido urico e ureia. A segao sera finalizada 
com uma discussao a respeito de agentes quimioterapicos 
que afetam a sintese de nucleotideos. 

A sintese denovo de nucleotideos puricos inicia 
com 0 PRPP 

Os dois nucleotideos puricos 
precursores dos acidos nu¬ 
cleicos sao 5'-monofosfato de 
adenosina (AMP; adenilato) e 
5'-monofosfato de guanosina 
(GMP; guanilato), os quais con- 
tem as bases puricas adenina e 
guanina. A Figura 22-34 mos- 
tra a origem dos atomos de car- 
bono e de nitrogenio do sistema 
de aneis puricos, conforme de- 
terminado por John M. Bucha¬ 
nan utilizando experimentos 
com marcadores isotopicos em 
aves. A via detalhada para a 
biossintese de purinas foi eluci- 
dada principalmente por Buchanan e por G. Robert Green¬ 
berg, na decada de 1950. 

No primeiro passo comprometido com a via, um grupo 
amino, doado pela glutamina, e ligado ao C-1 do PRPP (Fi¬ 
gura 22-35). A 5-fosforribosilamina resultante e alta- 
mente instavel, com meia-vida de 30 segundos em pH 7,5. 
0 anel purico e depois construido sobre essa estrutura. A 
via aqui descrita e identica em todos os organismos, com 
excegao de um passo que difere nos eucariotos superiores, 
como observado a seguir. 

0 segundo passo e a adigao de tres atomos doados pela 
glicina (Figura 22-35, etapa ©). Um ATP e consumido para 
ativar o grupo carboxila da glicina (na forma de um acil- 
-fosfato) para essa reagao de condensagao. 0 grupo ami¬ 
no da glicina, que foi adicionado, e entao formilado pelo 
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FIGURA 22-34 Origem dos atomos no anel das purinas. Esta informa- 
gao foi obtida a partir de experimentos utilizando isotopos, com precursores 
marcados com ou 0 formato e obtido na forma de A/'^^-formiltetra- 
-hidrofolato. 


Af^^-formiltetra-hidrofolato (etapa 0), e um nitrogenio e 
doado pela glutamina (etapa O) antes que a desidratagao e 
o fechamento do anel formem o anel imidazolico do nucleo 
purico, com cinco membros, na forma de 5-aminoimidazol- 
-ribonucleotideo (AIR; etapa 0). 

Nesse ponto, tres dos seis atomos necessarios para 
o segundo anel da estrutura das purinas estao colocados 
no lugar. Para completar o processo, um grupo carboxila 
e inicialmente adicionado (etapa 0). Essa carboxilagao e 
incomum pelo fato de nao requerer biotina, mas utilizar bi- 
carbonato, geralmente presente em solugoes aquosas. Um 
rearranjo transfere o carboxilato do grupo amino exociclico 
para a posigao 4 do anel imidazolico (etapa ©). As etapas 6 
e © ocorrem apenas em bacterias e fungos. Em eucariotos 
superiores, incluindo os humanos, o 5-aminoimidazol-ribo- 
nucleotideo produzido na etapa 0 e carboxilado diretamen- 
te em carboxiaminoimidazol-ribonucleotideo, em uma uni- 
ca etapa, em vez de duas (etapa @). A enzima que catalisa 
essa reagao e a AIR-carboxilase. 

0 aspartato agora doa sen grupo amino, em duas eta¬ 
pas (0 e 0): formagao de uma ligagao amida, seguindo-se 
a eliminagao do esqueleto de carbono do aspartato (como 
fumarato). (Lembre-se de que o aspartato desempenha um 
papel analogo em duas etapas do ciclo da ureia; ver Figura 
18-10.) 0 ultimo carbono e doado pelo Af^^-formiltetra-hi- 
drofolato (etapa ©), e ocorre um segundo fechamento de 
anel, produzindo o segundo anel fundido ao nucleo purico 
(etapa ®). 0 primeiro intermediario com um anel purico 
completo e o inosinato (IMP). 

Assim como nas vias biossinteticas do triptofano e da 
histidina, as enzimas da sintese do IMP parecem estar or- 
ganizadas como grandes complexes multienzimaticos na 
celula. Novamente, evidencias surgem da existencia de 
polipeptideos unices com diversas fungoes, alguns catali- 
sando passes nao sequenciais da via. Nas celulas eucario- 
ticas de organismos como fungos, moscas-da-fruta e gali- 
nhas, as etapas O, 0 e 0 da Figura 22-35 sao catalisados 
por uma proteina multifuncional. Outra proteina multifun- 
cional catalisa as etapas ® e ®. Em humanos, uma enzima 
multifuncional combina as atividades da AIR-carboxilase e 
da SAICAR-sintetase (etapas @ e 0). Nas bacterias, essas 
atividades sao encontradas em proteinas separadas, mas 
as proteinas podem formar um grande complexo nao cova- 
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FIGURA 22-35 Smtese de novo de nucleotideos puricos: constru^ao 
do anel purico do inosinato (IMP). Cada adigao ao anel purico esta som- 
breada de forma equivalente ao codigo de cores usado na Figura 22-34. Apos 
a etapa 0 , R simboliza o grupo 5-fosfo-D-ribosila, sobre o qual o anel purico e 
construido. A formaqao de 5-fosforribosilamina (etapa O) e o primeiro passo 
comprometido na sintese de purinas. Observe que o produto da etapa ©, 
AlCAR, e remanescente do ATP liberado durante a biossintese de histidina 
(ver Figura 22-22, etapa @). As abreviaqoes sao fornecidas para a maioria dos 
intermediaries, para simplificar a designaqao das enzimas. A etapa © e uma 
via alternativa do AIR ao CAIR, que ocorre em eucariotos superiores. 
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FIGURA 22-36 Biossmtese de AMP e GMP a partir de IMP. 


lente. E provavel que a canalizagao dos intermediarios das 
reagoes de uma enzima ate a seguinte, permitida per esses 
complexes, seja especialmente importante no case de inter¬ 
mediarios instaveis, como a 5-fosforribosilamina. 

A conversao de inosinato em adenilato requer a inser- 
gao de um grupo amino derivado do aspartate (Figura 
22-36); isso ocorre por meio de duas reagoes semelhantes 
aquelas utilizadas para introduzir o N-1 do anel purico (Fi¬ 
gura 22-35, etapas 0 e ©). Uma diferenga crucial e que o 
GTP, e nao o ATP, e a fonte do fosfato de alta energia para 
a sintese de adenilossuccinato. 0 guanilato e produzido 
pela oxidagao dependente de NAD^ no C-2 do inosinato, 
seguindo-se a adigao de um grupo amino derivado da glu- 
tamina. Na etapa final, um ATP e clivado em AMP e PP^ 
(Figura 22-36). 

A biossmtese de nucleotideos puricos e regulada por 
retroalimenta^ao negativa 

Tres principais mecanismos de retroalimentagao cooperam 
na regulagao da velocidade geral da sintese de novo de 
nucleotideos puricos e das velocidades relativas de forma- 
gao dos dois produtos finais, adenilato e guanilato (Figura 
22-37). 0 primeiro mecanismo e exercido sobre a primeira 
reagao que e exclusiva da sintese de purinas: a transferen- 
cia de um grupo amino para o PRPP para formar 5-fosfor¬ 
ribosilamina. Essa reagao e catalisada pela enzima aloste- 
rica glutamina-PRPP-amidotransferase, que e inibida pelos 
produtos finais IMP, AMP e GMP. 0 AMP e o GMP atuam 
sinergicamente nessa inibigao concertada. Assim, sempre 
que AMP ou GMP acumulam-se e estao presentes em ex- 
cesso, o primeiro passo de sua biossmtese a partir de PRPP 
e parcialmente inibido. 

No segundo mecanismo de controle, exercido sobre 
um estagio posterior, um excesso de GMP na celula inibe 
a formagao de xantilato a partir de inosinato, pela IMP-de- 
sidrogenase, sem afetar a formagao de AMP. Por sua vez, 
um acumulo de adenilato inibe a formagao de adenilossuc¬ 


cinato pela adenilossuccinato-sintetase, sem afetar a bios- 
sintese de GMP. Quando os dois produtos estao presentes 
em quantidades suficientes, o IMP acumula-se e inibe um 
passo anterior da via; essa estrategia reguladora e chamada 

inibigao sequencial por retroalimentagao. No terceiro 
mecanismo, o GTP e necessario para a conversao de IMP 
em AMP, enquanto o ATP e necessario para a conversao de 
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FIGURA 22-37 Mecanismos reguladores na biossmtese de nucleoti- 
deos da adenina e da guanina em E co/i. A regulagao dessas vias difere 
em outros organismos. 
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IMP em GMP (Figura 22-36), arranjo reciproco que tende a 
equilibrar a smtese dos dois ribonucleotideos. 

0 ultimo mecanismo de controle e a inibigao da smtese 
de PRPP pela regulagao alosterica da ribose-fosfato-piro- 
fosfocinase. Essa enzima e inibida por ADP e GDP, alem de 
metabolitos de outras vias para as quais o PRPP e o ponto 
de partida. 

Os nucleoti'deos pirimi'dicos sao sintetizados a partir de 
aspartate, PRPP e carbamoil-fosfato 

Os ribonucleotideos pirimidicos comuns sao 5'-monofosfa- 
to de citidina (CMP; citidilato) e 5'-monofosfato de uridina 
(UMP; uridilato), os quais contem as pirimidinas citosina 
e uracila. A biossmtese de novo dos nucleotideos pirimidi¬ 
cos (Figura 22-38) ocorre de forma um pouco diferente 
em relagao a smtese dos nucleotideos puricos; o anel piri- 
midico de seis membros e sintetizado inicialmente, sendo 
entao ligado a ribose-5-fosfato. Nesse processo, e neces- 
sario o carbamoil-fosfato, que tambem e intermediario no 
ciclo da ureia. Contudo, como observado no Capitulo 18, 
nos animals o carbamoil-fosfato necessario para a smtese 
de ureia e produzido na mitocondria pela carbamoil-fosfa- 
to-sintetase I, ao passo que o carbamoil-fosfato necessario 
para a biossmtese de pirimidinas e produzido no citosol, 
por uma forma diferente da enzima, a carbamoil-fosfato- 
-sintetase II. Nas bacterias, uma unica enzima fornece o 
carbamoil-fosfato para a smtese de arginina e pirimidinas. 
A enzima bacteriana tern tres sitios ativos separados, es- 
pagados ao longo de um canal de aproximadamente 100 
A de comprimento (Figura 22-39). A carbamoil-fosfato- 
-sintetase bacteriana fornece uma vivida ilustragao da 
canalizagao de intermediarios reacionais instaveis entre 
sitios ativos. 

0 carbamoil-fosfato reage com o aspartato, produzindo 
A^-carbamoil-aspartato, no primeiro passo comprometido 
com a biossmtese de pirimidinas (Figura 22-38). Essa rea- 
gao e catalisada pela aspartato-transcarbamoilase. Nas 
bacterias, esse passo e altamente regulado, e a aspartato- 
-transcarbamoilase bacteriana e uma das enzimas aloste- 
ricas mais bem estudadas (ver a seguir). Pela remogao de 
agua do A^-carbamoil-aspartato, uma reagao catalisada pela 
di-hidro-orotase, o anel pirimidico e fechado, formando 
L-di-hidro-orotato. Esse composto e oxidado, produzindo 
o derivado pirimidico orotato, reagao na qual NAD^ e o 
aceptor final de eletrons. Nos eucariotos, as primeiras tres 
enzimas dessa via - carbamoil-fosfato-sintetase II, aspar¬ 
tato-transcarbamoilase e di-hidro-orotase - sao parte de 
uma unica protema trifuncional. A protema, conhecida 
pelo acronimo CAD, contem tres cadeias polipeptidicas 
identicas (cada qual comM^ 230.000), cada uma delas com 
sitios ativos para todas as tres reagoes. Isso sugere que 
grandes complexes multienzimaticos possam ser a regra 
nessa via. 

Uma vez que o orotato esteja formado, a cadeia lateral 
de ribose-5-fosfato, fornecida mais uma vez pelo PRPP, e 
ligada, produzindo orotidilato (Figura 22-38). 0 orotidilato 
e entao descarboxilado, originando uridilato, que e fosfori- 
lado ate UTP 0 CTP e formado a partir do UTP pela agao da 
citidilato-sintetase, com formagao de um intermediario 
acil-fosfato (consumindo um ATP). 0 deader de nitrogenio 
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FIGURA 22-38 Smtese de novo de nucleotideos pirimidicos: biossm¬ 
tese de UTP e CTP via orotidilato. As pirimidinas sao construidas a partir 
de carbamoil-fosfato e aspartato. A ribose-5-fosfato e entao adicionada ao 
anel pirimidico completo pela orotato-fosforribosil-transferase. 0 primeiro 
passo dessa via (nao mostrado aqui; ver Figura 18-11 a) e a sintese de carba¬ 
moil-fosfato a partir de CO 2 e NH 4 , catalisada, nos eucariotos, pela carbamoil- 
-fosfato-sintetase II. 
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FIGURA 22-39 Canaliza^ao de intermediarios na carbamoil-fosfato- 
-sintetase bacteriana. (Derivado de PDB ID 1M6V) A reagao catalisada 
por essa enzima (e por sua contraparte mitocondrial) esta ilustrada na Figura 
18-1 la. A subunidade pequena e a grande sao mostradas em bege escuro 
e azul, respectivamente. 0 canal entre os sitios ativos (quase 100 A de com- 
primento) e representado em branco. Uma molecula de glutamina liga-se 
a subunidade menor, doando seu nitrogenio amidico como NH 4 , em uma 
reaqao do tipo glutamina-amidotransferase. 0 NH^ entra no canal, que o 
conduz a urn segundo sitio ativo, onde ele se combina com bicarbonato, 
em uma reaqao que requer ATP. 0 carbamato entao retorna ao canal, para 
alcanqar o terceiro sitio ativo, onde e fosforilado a carbamoil-fosfato usan- 
do ATP. Para a determinaqao desta estrutura, a enzima foi cristalizada com 
a ornitina ligada ao sitio de ligaqao da glutamina e ADP ligado aos sitios de 
ligaqao do ATP. 


normalmente e a glutamina, embora citidilato-sintetases de 
muitas especies possam utilizar diretamente o NH 4 . 

A biossi'ntese de nucleotideos pirimidicos e regulada por 
retroalimenta^ao negativa 

A regulagao da velocidade de sintese de nucleotideos pi¬ 
rimidicos em bacterias ocorre, em grande parte, sobre a 
agao da aspartato-transcarbamoilase (ATCase), que cata- 
lisa a primeira reagao da sequencia e e inibida pelo CTP, o 
produto final da sequencia (Figura 22-38). A molecula de 
ATCase bacteriana consiste em seis subunidades cataliti- 
cas e seis subunidades reguladoras (ver Figura 6-33). As 
subunidades cataliticas ligam as moleculas de substrate, 
e as subunidades alostericas ligam o inibidor alosterico, 
o CTP. A molecula de ATCase completa, assim como suas 
subunidades, existe em duas conformagoes, ativa e inati- 
va. Quando o CTP nao estiver ligado as subunidades regu¬ 
ladoras, a enzima apresenta atividade maxima. A medida 
que o CTP se acumula e se liga as subunidades regula¬ 
doras, estas sofrem uma mudanga em sua conformagao. 
Essa mudanga e transmitida as subunidades cataliticas, 
que entao mudam para uma conformagao inativa. 0 ATP 
impede essas mudangas induzidas pelo CTP. A Figura 



FIGURA 22-40 Regulagao alosterica da aspartato-transcarbamoilase 
por CTP e ATP. A adiqao de CTP, inibidor alosterico da ATCase, em uma con- 
centraqao de 0,8 mivi, aumenta o para o aspartato (curva inferior), reduzin- 
do a velocidade de conversao de aspartato em A/-carbamoil-aspartato. ATP, 
na concentraqao de 0,6 mivi, reverte completamente esse efeito inibitorio 
(curva do meio). 


22-40 mostra os efeitos de reguladores alostericos sobre 
a atividade da ATCase. 

Nucleosideos monofosfatados sao convertidos em 
nucleosi'deos trifosfatados 

Nucleotideos a serem utilizados em vias biossinteticas ge- 
ralmente sao convertidos em nucleosideos trifosfatados. As 
vias de conversao sao comuns a todas as celulas. A fosfori- 
lagao de AMP em ADP e promovida pela adenilato-cinase, 
na reagao 

ATP + AMP 2 ADP 

0 ADP assim formado e fosforilado, produzindo ATP, pelas 
enzimas glicoliticas ou por meio da fosforilagao oxidativa. 

0 ATP tambem participa da formagao dos demais nu¬ 
cleosideos difosfatados, pela agao de uma classe de enzimas 
chamadas de nucleosideo-monofosfato-cinases. Essas 
enzimas, geralmente especificas para determinada base e 
nao especificas para o agucar (ribose ou desoxirribose), ca- 
talisam a reagao 

ATP + NMP ADP + NDP 

Os eficientes sistemas celulares que fosforilam novamente 
o ADP a ATP tendem a impulsionar essa reagao no sentido 
dos produtos. 

Os nucleosideos difosfatados sao convertidos nos sens 
equivalentes trifosfatados pela agao de uma enzima ubiqua, 

nucleosideo-difosfato-cinase, que catalisa a reagao 

NTPd + NDP^ NDPd + NTP^ 

Essa enzima e notavel pelo fato de nao ser especifica para 
a base (purinas ou pirimidinas) ou para o agucar (ribose 
ou desoxirribose). Essa nao especificidade aplica-se tanto 
ao aceptor do fosfato (A) quanto ao doador (D), embora o 
doador (NTPj^) seja quase invariavelmente o ATP, pois esta 
presente em maiores concentragoes que outros nucleosi¬ 
deos trifosfatados em condigoes aerobias. 
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Os ribonucleotideos sao precursores dos 
desoxirribonucleotideos 

Os desoxirribonucleotideos, os blocos constitutivos do DNA, 
sao produzidos a partir dos ribonucleotideos corresponden- 
tes, por redugao direta do atomo de carbono 2' da D-ribose, 
formando o derivado 2'-des6xi. Por exemplo, o difosfato de 
adenosina (ADP) e reduzido a difosfato de 2'-desoxiadeno- 
sina (dADP) e o GDP e reduzido a dGDP Essa reagao e, de 
certo modo, incomuiu, pelo fato de que a redugao ocorre em 
um carbono nao ativado; nao sao conhecidas reagoes qui- 
micas analogas muito proximas. A reagao e catalisada pela 
ribonucleotideo-redutase, melhor caracterizada em E. 
coll, cujos substrates sao ribonucleosideos difosfatados. 

A redugao da porgao D-ribose de um ribonucleosideo 
difosfatado em 2'-des6xi-D-ribose requer um par de ato- 
mos de hidrogenio, que sao doados, em ultima analise, pelo 
NADPH, via uma proteina carreadora de hidrogenios inter- 
mediaria, a tiorredoxina. Essa proteina ubiqua tern uma 
fungao redox semelhante na fotossintese (ver Figura 20-19) 
e em outros processes. A tiorredoxina tern pares de grupos 
—SH, que carregam atomos de hidrogenio do NADPH ate 
o ribonucleosideo difosfatado. Sua forma oxidada (dissulfe- 
to) e reduzida pelo NADPH em uma reagao catalisada pela 
tiorredoxina-redutase (Figura 22-41), e a tiorredoxina 
reduzida e entao utilizada pela ribonucleotideo-redutase 
para reduzir nucleosideos difosfatados (NDP), produzindo 
desoxirribonucleosideos difosfatados (dNDP). Uma segun- 
da fonte de equivalentes redutores para a ribonucleotideo- 
-redutase e a glutationa (GSH). A glutationa serve como 
agente redutor para uma proteina semelhante a tiorredoxi¬ 
na, a glutarredoxina, que entao transfere poder redutor a 
ribonucleotideo-redutase (Figura 22-41). 

A ribonucleotideo-redutase e notavel por seu mecanis- 
mo de reagao, que fornece o exemplo melhor caracterizado 


Sitios 

reguladores 


Efetores 

alostericos 


Sitio de 



(a) (b) 



dNDP NDP 

FIGURA 22-41 Redugao de ribonucleotideos a desoxirribonucleotf- 
deos pela ribonucleotideo-redutase. Os eletrons sao transmitidos (setas 
vermelhas) para a enzima a partir do NADPH, via (a) glutarredoxina ou (b) 
tiorredoxina. Os grupos sulfeto na glutarredoxina-redutase sao fornecidos 
por duas moleculas de glutationa ligada (GSH; GSSG indica a glutationa oxi¬ 
dada). Observe que a tiorredoxina-redutase e uma flavoenzima, com FAD 
como grupo prostetico. 


de algo que se acreditava ser raro nos sistemas biologicos, 
o envoMmento de radicals livres em transformagoes bio- 
quimicas. A enzima da E. coli e da maioria dos eucariotos 
e um dimero com as subunidades cataliticas e as 
subunidades funcionando como geradores de radicals li¬ 
vres (Figura 22-42). Cada subunidade catalitica contem 
dois tipos de sitios reguladores, como descrito a seguir. Os 



FIGURA 22-42 Ribonucleotideo-redutase. (a) Um diagrama esquema- 
tico das estruturas das subunidades. A subunidade catalitica (a; tambem 
chamada Rl) contem os dois sitios reguladores descritos na Figura 22-44 e 
dois residuos de Cys centrais para o mecanismo de reagao. As subunidades 
jS (tambem chamadas R2), geradoras de radicais livres, contem o residue de 
Tyr^^^ critico e o centre com o ferro binuclear. (b) As estruturas de eP 2 


originam a estrutura provavel de (derivada de PDB ID 3UUS). (c) Via pro- 
vavel para a formagao de radical desde aTyr^^^ inicial em uma subunidade p 
ate a Cys^^^ do sitio ativo, usada no mecanismo da reagao mostrado na Figu¬ 
ra 22-43. Diversos residuos de aminoacidos aromaticos participam em uma 
transferencia de radicais de longo alcance, desde o ponto de sua formagao 
naTyr^^^ ate o sitio ativo, onde o nucleotideo substrate esta ligado. 
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dois sitios ativos da enzima formam-se na interface entre as 
subunidades cataliticas {a^ e geradoras de radicals livres 
(jSg)- Em cada sitio ativo, a subunidade a contribui com dois 
grupos sulfidrila, necessarios para a atividade, e as subu¬ 
nidades /Bg contribuem com um radical tirosila estavel. As 
subunidades jSg tambem apresentam um cofator ferro binu- 
clear (Fe^^), que ajuda a gerar e a estabilizar o radical Tyr^^^ 
(Figura 22-42). 0 radical tirosila esta muito distante do sitio 
ativo para interagir diretamente com o sitio, mas diversos 
residuos aromaticos formam uma via de longo alcance de 
transferencia de radicals ate o sitio ativo (Figura 22-42c). 
Um mecanismo provavel para a reagao da ribonucleotideo- 
-redutase esta ilustrado na Figura 22-43. Na A*, coli, fontes 
provaveis dos equivalentes redutores necessarios para essa 
reagao sao a tiorredoxina e a glutarredoxina, como observa- 
do anteriormente. 

Tres classes de ribonucleotideo-redutases foram des- 
critas. Seus mecanismos (quando conhecidos) geralmente 
estao de acordo com o esquema na Figura 22-43, mas essas 
reagoes diferem quanto a identidade do grupo que fornece 
o radical no sitio ativo e quanto aos cofatores utilizados para 


gera-lo. A enzima da A*, coli (classe I) requer oxigenio para 
regenerar o radical tiroxila, se ele estiver inativado, de modo 
que essa enzima somente funciona em um ambiente aerobio. 
Enzimas de classe II, encontradas em outros microrganis- 
mos, apresentam 5'-desoxiadenosiIcobaIamina (ver Quadro 
17-2) em vez de um centre de ferro binuclear. Enzimas de 
classe III evoluiram para atuar em ambientes anaerobios. A 
E. coli contem, quando cresce anaerobiamente, uma ribo- 
nucleotideo-redutase adicional, de classe III; essa enzima 
contem um centre de ferro-enxofre (estruturalmente distin- 
to do centre binuclear de ferro da enzima de classe I) e re¬ 
quer NADPH e A-adenosilmetionina para sua atividade. Ela 
utiliza como substrates nucleosideos trifosfatados em vez de 
nucleosideos difosfatados. A evolugao das diferentes classes 
de ribonucleotideo-redutases para a produgao de precurso- 
res do DNA em diferentes ambientes reflete a importancia 
dessa reagao no metabolismo dos nucleotideos. 

A regulagao da ribonucleotideo-redutase da E. coli e in- 
comum pelo fato de que nao apenas sua atividade, mas sua 
especificidade quanto ao substrato e regulada pela liga- 
gao de moleculas efetoras. Cada subunidade a contem dois 


Subunidade a 



O ditiol da enzima 
e reduzido para 
completar o ciclo. 


NDP ^ 
|dNDP| ^ 


Tiorredoxina S—S 
/^(glutarredoxina) 

9 

Tiorredoxina (SH)2 
(glutarredoxina) 


O 


Dm radical 
3'-ribonucleotfdeo e 
formado. 



0 


A hidroxila 2'e 
protonada. 



A etapa 0 e revertida, 
regenerando na enzima 
um radical tirosila. 


0 


o O 

Ilf w 


Elimina^ao de H 2 O, 
formando um 
carbocation 
estabilizado por 
radical. 



MECANISMO - FIGURA 22-43 Mecanismo proposto para a ribonucleo- subunidade jS e, na E. coli, provavelmente seja um radical tiila da (ver 
tideo-redutase. Na enzima de E. coli e na maioria dos eucariotos, os gru- Figura 22-42). 
pos tiol ativos estao na subunidade a. 0 radical no sitio ativo (— X’) esta na 
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Regula^ao nos principals 
sitios reguladores 

ATP 


Regula^ao nos sitios de 
especificidade ao substrato 
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■ dCDP^ 
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ADP 
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dATP 


Produtos Substratos Produtos 


FIGURA 22-44 Regula^ao da ribonucleotideo-redutase por desoxi- 
nucleosideos trifosfatados. A atividade geral da enzima e afetada pela 
ligagao de efetores ao principal sitio regulador (a esquerda). A especificidade 
da enzima ao substrato e afetada pela natureza da molecula efetora ligada 


ao segundo tipo de sitio regulador, o sitio de especificidade ao substrato (a 
direita). 0 diagrama indica inibigao ou estimulagao da atividade enzimatica 
para os quatro diferentes substratos. A via desde o dUDP ate o dTTP e descri- 
ta posteriormente (ver Figuras 22-46, 22-47). 


tipos de sitios reguladores (Figura 22-42). Um tipo afeta a 
atividade geral da enzima e liga ou ATP, que ativa a enzima, 
ou dATP, que a inativa. 0 segundo tipo determina uma al- 
teragao na especificidade quanto ao substrato em resposta 
a molecula efetora - ATP, dATP, dTTP ou dGTP - que ali 
se liga (Figura 22-44). Quando ATP ou dATP esta ligado, 
a redugao de UDP e CDP e favorecida. Quando dTTP ou 
dGTP esta ligado, a redugao de GDP ou ADP, respectiva- 
mente, e estimulada. 0 esquema e projetado para fornecer 
um conjunto equilibrado de precursores para a sintese de 
DNA. 0 ATP tambem e um ativador geral para a biossintese 
e a redugao de ribonucleotideos. A presenga de dATP em 
pequenas quantidades aumenta a redugao de nucleotideos 
pirimidicos. Um suprimento excessive de dNTP pirimidico 
e sinalizado por altos niveis de dTTP, que altera a especifici¬ 
dade em favor da redugao de GDP Niveis elevados de dGTP, 
por sua vez, deslocam a especificidade para a redugao do 


ADP, e altos niveis de dATP inativam a enzima. Acredita-se 
que esses efetores induzam diversas conformagoes enzima- 
ticas distintas, com diferentes especificidades. 

Esses efeitos regulatorios sao acompanhados e, possi- 
velmente, mediados por grandes rearranjos estruturais na 
enzima. Quando a forma ativa da enzima de E. coli (agjSg) 
e inibida pela adigao do inibidor alosterico dATP, forma-se 
uma estrutura em anel com subunidades e jSg al- 
ternadas (Figura 22-45). Nessa estrutura alterada, a via 
de formagao de radicals de p para a e prejudicada, e os 
residuos no caminho ficam expostos ao solvente, de modo 
que e efetivamente impedida a transferencia de radicals, 
inibindo assim a reagao. A formagao das estruturas em anel 
a^P^ e revertida quando os niveis de dATP sao reduzidos. A 
ribonucleotideo-redutase de leveduras tambem sofre oligo- 
merizagao na presenga de dATP, formando uma estrutura 
hexamerica em anel. 



FIGURA 22-45 Oligomeriza^ao da ribonucleotideo-redutase induzi- 
da pelo inibidor alosterico dATP. Em altas concentragoes de dATP (50 
/ulM), formam-se estruturas em forma de anel (PDB ID 3UUS). Nessa con- 


formagao, os residuos da via formadora de radicals ficam expostos ao solven¬ 
te, bloqueando a reagao com o radical e inibindo a enzima. A oligomerizagao 
e revertida em baixas concentragoes de dATP. 
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0 timidilato e derivado do dCDP e do dUMP 

0 DNA contem timina em vez de uracila, e a via de novo ate 
a timina envolve apenas desoxirribonucleotideos. 0 precur¬ 
sor imediato do timidilato (dTMP) e o dUMR Em bacterias, 
a via para o dUMP inicia com a formagao de dUTP, seja por 
desaminagao de dCTP ou por fosforilagao do dUDP (Figu- 
ra 22-46). 0 dUTP e convertido em dUMP por uma dU- 
TPase. Essa ultima reagao deve ser eficiente para manter 
baixos niveis de dUTP, impedindo a incorporagao de uridi- 
lato ao DNA. 

A conversao de dUMP em dTMP e catalisada pela ti- 
midilato-sintase. Uma unidade de um carbono, no estado 
de oxidagao de hidroximetila (—CH 2 OH) (Figura 18-17), 
e transferida do A^^,A/'^^-metilenotetra-hidrofolato para o 
dUMP, e entao reduzida ate um grupo metila (Figura 22- 
47) . A redugao ocorre a custa da oxidagao do tetra-hidro- 
folato em di-hidrofolato, que e incomum em reagoes que 
requerem tetraidrofolato. (0 mecanismo dessa reagao e 
mostrado na Figura 22-53.) 0 di-hidrofolato e reduzido a 
tetra-hidrofolato pela di-hidrofolato-redutase - regene- 
ragao essencial para muitos processes que requerem tetra- 
-hidrofolato. Em plantas e em pelo menos um protista, a 
timidilato-sintase e a di-hidrofolato-redutase residem em 
uma unica proteina bifuncional. 


de acido folico. Quando a deficiencia e grave, os sintomas 
podem incluir doenga cardiaca, cancer e alguns tipos de 
disturbios encefalicos. Pelo menos alguns desses sintomas 
surgem da redugao da sintese de timidilato, levando a uma 
incorporagao anormal de uracila no DNA. A uracila e reco- 
nhecida pelos sistemas de reparo do DNA (descritos no 
Capitulo 25) e e removida do DNA. A presenga de altos 
niveis de uracila no DNA leva a quebras da fita, que podem 
afetar muito a fungao e a regulagao do DNA nuclear, cau- 
sando por fim os efeitos observados sobre o coragao e o 
encefalo, assim como aumento da mutagenese, que leva ao 
cancer. ■ 


Cerca de 10% dos seres humanos (e ate 50% das pes- 
soas em comunidades oobres) sofrem de deficiencia 
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A degradagao de purinas e pirimidinas produz 
respectivamente acido urico e ureia 

Os nucleotideos puricos sao degradados por uma via na 
qual eles perdem seu fosfato por meio da agao da 5'-nu- 


FIGURA 22-47 Conversao de dUMP em dTMP pelas enzimas timidila- 
to-sintase e di-hidrofolato-redutase. A serina-hidroximetil-transferase e 
necessaria para a regenerapao da forma A/^A/'^^-metileno do tetra-hidrofolato. 
Na sintese do dTMP, todos os tres hidrogenios do grupo metila adicionado 
sao derivados do A/)A/'^-metilenotetra-hidrofolato (em cor salmao e cinza). 
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FIGURA 22-46 Biossmtesede timidilato (dTMP). As vias sao mostradas 
iniciando com a reagao catalisada pela ribonucleotideo-redutase. A Figura 
22-47 fornece detalhes da reagao da timidilato-sintase. 


cleotidase (Figura 22-48). 0 adenilato produz adeno- 
sina, que e desaminada pela adenosina-desaminase, 
gerando inosina, a qual e hidrolisada produzindo hipoxan- 
tina (sua base purica) e D-ribose. A hipoxantina e sucessi- 
vamente oxidada a xantina e a acido urico pela xantina- 
-oxidase, flavoenzima com um atomo de molibdenio e 
quatro centres de ferro-enxofre em seu grupo prostetico. 
0 oxigenio molecular e o aceptor de eletrons nessa com- 
plexa reagao. 

0 catabolismo do GMP tambem produz acido urico 
como produto final. 0 GMP e inicialmente hidrolisado origi- 
nando guanosina, a qual e entao clivada, liberando guanina 
livre. A guanina sofre remogao hidrolitica de seu grupo ami¬ 
no, produzindo xantina, que e convertida em acido urico 
pela xantina-oxidase (Figura 22-48). 
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FIGURA 22-48 Catabolismodosnucleotfdeospuricos. Observe que os purinas. Do mesmo modo, os peixes excretam muito mais nitrogenio em 

primatas excretam muito mais nitrogenio na forma de ureia, via cicio da ureia forma de NH| do que em forma de ureia, produzida na via aqui mostrada. 

(Capitulo 18 ), do que na forma de acido urico, produzido na degradaqao das 


0 acido urico e o produto final de excregao do catabo- 
lismo das purinas em primatas, aves e em alguns outros 
animals. Um adulto humano saudavel excreta acido urico 
em uma taxa de cerca de 0,6 g/24 h; o produto excretado 
origina-se, em parte, das purinas ingeridas e, em parte, da 
renovagao dos nucleotideos puricos dos acidos nucleicos. 
Na maioria dos mamiferos e em muitos outros vertebrados, 
o acido urico e ainda degradado ate alantoina pela agao 
da urato-oxidase. Em outros organismos, a via continua 
ainda mais, como mostrado na Figura 22-48. 

As vias para a degradagao das pirimidinas geralmente 
levam a produgao de NH 4 e, assim, a sintese de ureia. A 
timina, por exemplo, e degradada em semialdeido metil- 
malonico (Figura 22-49), intermediario do catabolismo 
da valina. Esse composto e entao degradado, via propionil- 


-CoA e metilmalonil-CoA, gerando, por fim, succinil-CoA 
(ver Figura 18-27). 

Aberragoes geneticas do metabolismo das purinas em 
humanos tern sido observadas, algumas com graves 


consequencias. Por exemplo, a deficiencia de adenosina- 
-deaminase (ADA) leva a uma doenga com grave imuno- 
deficiencia, na qual os linfocitos T e B nao se desenvolvem 
adequadamente. A falta de ADA leva a um aumento de 100 
vezes nas concentragoes celulares de dATP, um poderoso 
inibidor da ribonucleotideo-redutase (Figura 22-44). Altos 
niveis de dATP produzem uma deficiencia geral de outros 
dNTP nos linfocitos T. A base para a toxicidade para os lin¬ 
focitos B esta menos esclarecida. Pessoas com deficiencia 
de ADA nao possuem um sistema imune efetivo e nao so- 
brevivem, a nao ser isolados no ambiente de uma “bolha” 
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dos nucleotideos. As purinas livres sao, em grande parte, 
salvas e reutilizadas para sintetizar nucleotideos, em uma 
via muito mais simples que a sintese de novo dos nucleo¬ 
tideos puricos, descrita anteriormente. Uma das principals 
vias de salvagao consiste em uma unica reagao, catalisada 
pela adenosina-fosforribosil-transferase, na qual ade- 
nina livre reage com PRPP para produzir o correspondente 
nucleotideo da adenina: 


Adenina + PRPP-> AMP + PP: 


Guanina e hipoxantina (produto da desaminagao da adeni¬ 
na; Figura 22-48) livres sao salvas por essa mesma via, pela 
hipoxantina-guanina-fosforribosil-transferase. Existe 
uma via de salvagao semelhante para bases pirimidicas em 
microrganismos e, possivelmente, em mamiferos. 

Um defeito genetico na atividade da hipoxantina-gua- 
nina-fosforribosil-transferase, observado quase exclu- 


sivamente em criangas do sexo masculino, resulta no con- 
junto de sintomas denominado smdrome de Lesch-Nyhan. 
Criangas com essa doenga genetica, que se manifesta em 
torno dos dois anos, apresentam, algumas vezes, baixa 
coordenagao motora e deficiencia intelectual. Alem disso, 
sao extremamente agressivas e mostram tendencias a com- 
pulsao autodestrutiva: apresentam automutilagao, morden- 
do dedos, artelhos e labios. 

Os efeitos devastadores da smdrome de Lesch-Nyhan 
ilustram a importancia das vias de salvagao. Hipoxantina e 
guanina surgem constantemente da degradagao dos acidos 
nucleicos. Na ausencia da hipoxantina-guanina-fosforribo- 
sil-transferase, os niveis de PRPP aumentam e ocorre uma 
superprodugao de purinas pela via de novo, resultando na 
produgao de altos niveis de acido urico e lesao tecidual se¬ 
melhante a da gota (ver a seguir). 0 cerebro e especialmen- 
te dependente das vias de salvagao e isso pode ser a causa 
da lesao do sistema nervoso em criangas com sindrome de 
Lesch-Nyhan. Essa sindrome e outro alvo potencial para a 
terapia genica. ■ 


C-CH-C 

/ I 

CH3 


H 


O' 


Semialdeido 

metilmalonico 


FIGURA 22-49 Catabolismo de uma pirimidina. Aqui esta mostrada a 
via do catabolismo da timina. 0 semialdeido metilmalonico e posteriormen- 
te degradado a succinil-CoA. 


esteril. A deficiencia de ADA foi um dos primeiros alvos das 
tentativas de terapia genica em humanos (em 1990), que 
produziram resultados conflitantes. Em tentativas mais re- 
centes, alguns individuos com deficiencia de ADA consegui- 
ram obter fungao imunitaria normal apos receberem um 
gene funcional para a ADA. ■ 

Bases puricas e pirimidicas sao recicladas por 
vias de salvagao 

As bases puricas e pirimidicas livres sao constantemen¬ 
te liberadas nas celulas durante a degradagao metabolica 


Excesso de acido urico causa gota 

Durante muito tempo, acreditou-se erroneamente 
que a gota fosse devida a um “estilo de vida elevado”. 


A gota e uma doenga das articulagoes, causada pela con- 
centragao elevada de acido urico no sangue e nos tecidos. 
As articulagoes tornam-se inflamadas, doloridas e artriticas 
devido a deposigao anormal de cristais de urato de sodio. 
Os rins tambem sao afetados, pois acido urico em excesso 
se deposita nos tubulos renais. A gota ocorre predominan- 
temente em pessoas do sexo masculino. Sua causa precisa 
nao e conhecida, mas frequentemente envolve uma excre- 
gao reduzida de uratos. A deficiencia genetica de alguma 
enzima do metabolismo das purinas tambem pode ser um 
fator em alguns cases. 

A gota pode ser tratada de maneira eficiente por uma 
combinagao de terapias nutricionais e farmacologicas. Ali- 
mentos especialmente ricos em nucleotideos e acidos nuclei¬ 
cos, como figado on produtos glandulares, devem ser removi- 
dos da dieta. Um grande alivio dos sintomas pode ser obtido 
pela administragao de alopurinol (Figura 22-50), que ini- 
be a xantina-oxidase, a enzima que catalisa a conversao de 
purinas em acido urico. 0 alopurinol e um substrate da xan- 
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FIGURA 22-50 Alopurinol, inibidor da xantina-oxidase. A hipoxanti- 
na e o substrate normal da xantina-oxidase. Apenas uma leve alterapao na 
estrutura da hipoxantina (sombreada em cor salmao) produz urn inibidor 
enzimatico clinicamente efetivo, o alopurinol. No sitio ativo, o alopurinol e 
convertido em oxipurinol, um forte inibidor competitive, que permanece 
firmemente ligado a forma reduzida da enzima. 


tina-oxidase, que o converte em oxipurinol (aloxantina). 0 
oxipurinol inativa a forma reduzida da enzima permanecen- 
do fortemente ligado ao seu sitio ativo. Quando a xantina- 
-oxidase e inibida, os produtos de excregao do metabolismo 
das purinas sao xantina e hipoxantina, que sao mais hidros- 
soluveis que o acido urico e apresentam menor probabilidade 
de formar depositos de cristais. 0 alopurinol foi desenvoMdo 
por Gertrude Elion e George Hitchings, que tambem desen- 
volveram o aciclovir, usado no tratamento de pacientes com 
infeegoes orais ou genitais por herpes, e outros analogos das 
purinas utilizados na quimioterapia contra o cancer. ■ 


Muitos agentes quimioterapicos tern como alvo enzimas 
das vias de biossi'ntese de nucleotideos 



0 crescimento de celulas cancerosas nao e controlado 
da mesma forma que o crescimento das celulas na 


maioria dos tecidos normals. As celulas cancerosas apre¬ 
sentam maiores necessidades de nucleotideos, como pre- 
cursores de DNA e RNA e, em consequencia, geralmente 
sao mais sensiveis do que as celulas normals aos inibidores 
da biossintese de nucleotideos. Um conjunto crescente de 
agentes quimioterapicos importantes - para o cancer e para 
outras doengas - atua inibindo uma ou mais enzimas dessas 
vias. Serao descritos aqui diversos exemplos bem estuda- 
dos que ilustram abordagens produtivas de tratamento e 
ajudam a compreender como essas enzimas funcionam. 

0 primeiro conjunto de agentes inclui compostos que 
inibem glutamina-amidotransferases. Lembre que a gluta- 
mina atua como doador de nitrogenio em pelo menos meia 
duzia de reagoes isoladas da biossintese de nucleotideos. 
Os sitios de ligagao para a glutamina e o mecanismo pelo 
qual o NH 4 e extraido sao bastante semelhantes em muitas 
dessas enzimas. A maioria delas e fortemente inibida por 
analogos da glutamina, como azasserina e acivicina (Fi- 
gura 22-51). A azasserina, caracterizada por John Bucha¬ 
nan na decada de 1950, foi um dos primeiros exemplos de 
inativador enzimatico com base no mecanismo da reagao 
(inativador suicida; p. 210 e Quadro 6-3). A acivicina parece 
promissora como agente quimioterapico contra o cancer. 

Outros alvos uteis para agentes farmaceuticos sao a 
timidilato-sintase e a di-hidrofolato-redutase, enzimas que 
fornecem a unica via celular para a sintese de timina (Fi- 
gura 22-52). Inibidor que atua na sintese de timidilato, a 
fluorouracila, e um importante agente quimioterapico. A 
fluorouracila, por si so, nao e um inibidor enzimatico. Na 
celula, vias de salvagao a convertem no desoxinucleosideo 
monofosfatado FdUMP, que se liga a enzima, inativando- 
-a. A inibigao por FdUMP (Figura 22-53) e um exemplo 
classico de inativagao enzimatica com base no mecanismo 
da reagao. 0 metotrexato, outro exemplo importante de 
agente quimioterapico, e um inibidor da di-hidrofolato-re- 
dutase. Esse analogo do folato atua como inibidor compe- 
titivo; a enzima liga-se ao metotrexato com afinidade cerca 
de 100 vezes maior que ao di-hidrofolato. A aminopterina 
e um composto relacionado, que atua de forma semelhante. 

0 potencial clinico dos inibidores da biossintese de nu¬ 
cleotideos nao esta limitado ao tratamento do cancer. To- 
das as celulas de crescimento rapido (incluindo bacterias e 



Gertrude Elion (1918-1999) e George Hitchings 
(1905-1998) 


FIGURA 22-51 Azasserina e acivicina, inibidores das glutamina-ami¬ 
dotransferases. Esses analogos da glutamina interferem em diversas vias 
de biossintese de aminoacidos e nucleotideos. 
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FIGURA 22-52 Smtese de timidilato e metabolismo do folato 
^ como alvos para quimioterapia. (a) Durante a sintese de timidila¬ 
to, o A/^,A/^^-metilenotetra-hidrofolato e convertido em 7,8-di-hidrofolato; o 
A/^,A/^^-metilenotetra-hidrofolato e regenerado em dois passes (ver Figura 22- 
47). Esse cicio e urn alvo importante para diversos agentes quimioterapicos. 
(b) Fluoruracila e metotrexato sao importantes agentes quimioterapicos. Nas 
celulas, a fluoruracila e convertida em FdUMP, que inibe a timidilato-sintase. 
0 metotrexato, analogo estrutural do tetra-hidrofolato, inibe a di-hidrofolato- 
-redutase; os grupos amino e metila sombreados substituem urn oxigenio 
carbonilico e um atomo de hidrogenio, respectivamente, no folato (ver Figu¬ 
ra 22-47). Outro importante analogo do folato, a aminopterina, e identico ao 
metotrexato, apenas nao apresentando o grupo metila sombreado.Trimeto- 
prima, inibidor que se liga firmemente a di-hidrofolato-redutase bacteriana, 
foi desenvolvido como um antibiotico. 
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MECANISMO - FIGURA 22-53 Conversao de dUMP em dTMP e sua inibi- 
gao por FdUMP. No lado esquerdo, esta representado o mecanismo normal 
de reagao da timidilato-sintase. 0 grupo nucleofilico sulfidrila fornecido pela 
enzima na etapa O e os atomos do anel do dUMP que tomam parte na rea- 
gao sao mostrados em vermelho; :B denota a cadeia lateral de um aminoaci- 
do que atua como base, para abstrair um proton apos a etapa 0. Os hidroge- 
nios provenientes do grupo metileno do A/k^^-metilenotetra-hidrofolato 


estao sombreados em cinza. Uma transferencia de hidreto 1,3 (etapa O) move 
um ion hidreto (sombreado em cor salmao) do C-6 do H 4 -folato para o grupo 
metila da timidina, resultando na oxidagao do tetra-hidrofolato em di-hidrofo- 
lato. Esta transferencia do hidreto e bloqueada quando FdUMP e o substrato 
(a direita). As etapas O e 0 ocorrem normalmente, mas resultam em um com¬ 
plexo estavel - consistindo em FdUMP ligado covalentemente a enzima e ao 
tetra-hidrofolato - o que inativa a enzima. ^ Mecanismo da timidilato-sintase 






















PRINCIPIOS DE BlOQUIMICA DE LEHNINGER 925 


ciclo do nitrogenio 882 
fixagao do 
nitrogenio 882 
anamox 882 
simbiontes 882 
complexo da nitrogenase 
883 


gmpo P 883 
cofator FeMo 883 
leg-hemoglobina 888 
glutamina-sintetase 888 
glutamato-sintase 888 
glutamina-amidotransferases 
890 


5-fosforribosil-1 -pirofosfato 
(PRPP) 892 
triptofano-sintase 898 
porfirinas 902 
porfiria 904 
bilirmbina 904 
fosfocreatina 906 
creatina 906 
glutationa (GSH) 906 
anxina 908 
dopamina 909 
noradrenalina 909 
adrenalina 909 
'y-aminobutirato (GABA) 

909 

serotonina 909 
histamina 909 
cimetidina 909 
espermina 909 
espermidina 909 
ornitina-descarboxilase 909 
via de novo 910 
via de salva^ao 910 
inosinato (IMP) 912 

Leituras adicionais 

Fixagao de nitrogenio 


carbamoil-fosfato-sintetase II 
915 

aspartato-transcarbamoilase 

915 

nncleosideo-monofosfato- 
-cinase 916 
nncleosideo-difosfato- 
-cinase 916 

ribonucleotideo- 
redutase 917 
tiorredoxina-redutase 917 
timidilato-sintase 920 
di-hidrofolato-redutase 
920 

deficiencia de adenosina- 
-desaminase (ADA) 921 
smdrome de Lesch-Nyhan 
922 

alopurinol 922 
azasserina 923 
acivicina 923 
fluomracila 923 
metotrexato 923 
aminopterina 923 


protistas) sao potenciais alvos. A trimetoprima, antibiotico 
desenvoMdo por Hitchings e Elion, liga-se a di-hidrofolato- 
-redutase bacteriana com eficiencia cerca de 100.000 vezes 
maior do que se liga a enzima de mamiferos, sendo usada 
no tratamento de certas infecgoes bacterianas urinarias e do 
ouvido medio. Protistas parasiticos, como os tripanossomos 
que causam a doenga do sono africana (tripanossomiase afri- 
cana), nao tern vias para a biossintese de novo de nucleoti- 
deos e sao especialmente sensiveis a agentes que interferem 
em sens processes de captar, do ambiente, nucleotideos a 
serem utilizados em vias de salvagao. 0 alopurinol (Figura 
22-50) e diversos analogos semelhantes das purinas tern se 
mostrado promissores para o tratamento da tripanossomia¬ 
se africana e de doengas relacionadas. Consulte no Quadro 
6-3 outra abordagem para o combate a tripanossomiase afri¬ 
cana, possibilitada pelo avango em nossa compreensao do 
metabolismo e dos mecanismos enzimaticos. ■ 

RESUMO 22.4 Biossintese e degrada^ao de nucleotideos 

► 0 sistema de aneis das purinas e construido passo a pas- 
so, iniciando com 5-fosforribosilamina. Os aminoacidos 
glutamina, glicina e aspartato fornecem todos os atomos 
de nitrogenio das purinas. Os passes de fechamento dos 
dois aneis formam o nucleo das purinas. 

► As pirimidinas sao sintetizadas a partir de carbamoil- 
-fosfato e de aspartato, e a ribose-5-fosfato e entao liga- 
da para produzir ribonucleotideos pirimidicos. 

► Nucleosideos monofosfatados sao convertidos em sens 
derivados trifosfatados por reagoes enzimaticas de fos- 
forilagao. Os ribonucleotideos sao convertidos em de- 
soxirribonucleotideos pela ribonucleotideo-redutase, 
enzima com novas caracteristicas mecanisticas e regula- 
doras. Os nucleotideos da timina sao derivados de dCDP 
e dUMP. 

► 0 acido urico e a ureia sao produtos finais da degrada- 
gao de purinas e pirimidinas. 

► Purinas livres podem ser usadas em vias de salvagao, 
na reconstrugao de nucleotideos. Deficiencias geneticas 
em certas enzimas das vias de salvagao causam doengas 
graves, como a sindrome de Lesch-Nyhan e a deficiencia 
de ADA. 

► 0 acumulo de cristais de acido urico nas articulagoes, 
possivelmente causado por outra deficiencia genetica, 
resulta na gota. 

► Enzimas das vias de biossintese de nucleotideos sao al¬ 
vos de um conjunto de agentes quimioterapicos utiliza¬ 
dos no tratamento do cancer e de outras doengas. 
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mantida na internet. Apresenta bons capitulos sobre doengas do 
metabolismo dos aminoacidos, das porfirinas e do heme. Confira 
tambem os capitulos sobre erros inatos do metabolismo de purinas 
e pirimidinas. 


Problemas 

1. Consumo de ATP nos nodulos das raizes de legumi- 
nosas. Bacterias que resident nos nodulos das raizes de er- 
vilhas consomem mais de 20% do ATP produzido pela planta. 
Sugira uma razao para esse alto consumo de ATP. 

2. Glutamato-desidrogenase e sintese proteica. A bac¬ 
teria Methylophilus methylotrophus pode sintetizar proteina 
a partir de metanol e amonia. Tecnicas utilizando DNA recom- 
binante melhoraram o rendimento da produgao de proteinas 
pela introdugao do gene da glutamato-desidrogenase de E. coli 
em M. methylotrophus. Por que essa manipulagao genetica 
aumenta o rendimento proteico? 

3. Mecanismos de rea^oes ntilizando PLP. 0 piridoxal- 
-fosfato pode ajudar a catalisar transformagoes envolvendo 
carbonos nas posigoes 1 ou 2 a partir do carbono a de um ami- 
noacido. A enzima treonina-sintase (ver Figura 22-17) promo- 
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ve a conversao dependente de PLP de fosfo-homosserina em 
treonina. Sugira um mecanismo para essa reagao. 

4. Transformagao de aspartato em asparagina. Ha duas 
vias para a transformagao de aspartato em asparagina, a cus- 
ta de ATP Muitas bacterias tern uma asparagina-sintetase que 
utiliza ions amonio como fonte de nitrogenio. Os mamiferos 
tern uma asparagina-sintetase que utiliza a glutamina como do- 
ador de nitrogenio. Uma vez que esse ultimo processo requer 
um ATP extra (para a sintese de glutamina), por que os mami¬ 
feros utilizam essa via? 

5. Equagao para a sintese de aspartato a partir de gli- 
cose. Escreva a equagao global para a sintese de aspartato 
(aminoacido nao essencial) a partir de glicose, dioxido de car- 
bono e amonia. 


feros e uma amidotransferase dependente de glutamina. Esfor- 
gos para a identificagao de um inibidor efetivo da asparagina- 
-sintetase humana para utilizagao como quimioterapico em 
pacientes com leucemia tern sido focalizados na porgao carbo- 
xiterminal, onde se localiza o sitio ativo da sintetase, e nao no 
dominio glutaminase, na porgao aminoterminal. Explique por 
que o dominio glutaminase nao e um alvo promissor para um 
medicamento eficaz. 

7. Deficiencia de fenilalanina-hidroxilase e dieta. A 

tirosina normalmente e um aminoacido nao essencial, mas pes- 
soas com defeito genetico na fenilalanina-hidroxilase neces- 
sitam de tirosina em sua dieta para um crescimento normal. 
Explique. 

8. Cofatores em reagoes de transferencia de um carbo- 

no. A maioria das transferencias de grupos de um carbono e 
promovida por um desses tres cofatores: biotina, tetra-hidro- 
folato on A-adenosilmetionina (Capitulo 18). A A-adenosilme- 
tionina geralmente e utilizada como doador de grupos metil; o 
potencial de transferencia do grupo metila no A^^-metiltetra- 
-hidrofolato e insuficiente para a maioria das reagoes biossin- 
teticas. Contudo, um exemplo de utilizagao de A^^-metiltetra- 
-hidrofolato para a transferencia do grupo metila ocorre na 
formagao de metionina, catalisada pela metionina-sintase (eta- 
pa 0 na Figura 22-17); a metionina e o precursor imediato da 
A-adenosilmetionina (ver Figura 18-18). Explique como o gru¬ 
po metila da A-adenosilmetionina pode ser obtido a partir do 
A^^-metiltetra-hidrofolato, embora o potencial de transferencia 
do grupo metila no A^^-metiltetra-hidrofolato seja um milesimo 
daquele do grupo metila na A-adenosilmetionina. 

9. Regulagao orquestrada na biossmtese de aminoacidos. 

A glutamina-sintetase de E. coli e modulada independente- 
mente por vMos produtos do metabolismo da glutamina (ver 
Figura 22-8). Nessa inibigao concertada, o gran de inibigao en- 
zimatica e maior que a soma dos efeitos inibidores causados 
pelos produtos separadamente. Para o crescimento da A', coli 
em um meio rico em histidina, qual seria a vantagem da inibi¬ 
gao concertada? 


ser a deficiencia vLtaminica mais comum, causa um tipo de ane¬ 
mia em que a sintese de hemoglobina esta prejudicada e os 
eritrocitos nao amadurecem adeqnadamente. Qual a relagao 
metabolica entre a sintese de hemoglobina e a deficiencia de 
acido folico? 


^ 1 10. Relagao entre deficiencia de acido folico e 
■ * anemia. A deficiencia de acido folico, que se acredita 


^ 1 6. Inibidores da asparagina-sintetase na terapia 
. ” contra a leucemia. A asparagina-sintetase dos mami- 


11. Biossmtese de nucleotideos em bacterias auxotro- 
ficas para aminoacidos. Celulas de E. coli do tipo selvagem 
podem sintetizar todos os 20 aminoacidos comuns. Contudo, 
alguns mutantes, chamados de auxotroficos para aminoacidos, 
sao incapazes de sintetizar um determinado aminoacido e ne- 
cessitam da adigao desse aminoacido ao meio de cultura para 
um crescimento otimo. Alem de sen papel na sintese proteica, 
alguns aminoacidos sao tambem precursores de outros produtos 
nitrogenados na celula. Considere tres auxotroficos para ami¬ 
noacidos, que sao incapazes de sintetizar glicina, glutamina e 
aspartato, respectivamente. Para cada mutante, quais produtos 
nitrogenados a celula deixaria de sintetizar, alem das proteinas? 

12. Inibidores da biossmtese de nucleotideos. Sugira 
mecanismos para a inibigao da (a) alanina-racemase por L-flu- 
oralanina e da (b) glutamina-amidotransferase pela azasserina. 

^ 13. Mecanismo de agao das sulfas. Algumas bacte- 

__ rias necessitam de p-aminobenzoato no meio de cultura 

para um crescimento normal, e sen crescimento e gravemente 
inibido pela adigao de sulfanilamida, uma das primeiras sulfas 
utilizadas. Alem disso, na presenga desse farmaco, ocorre acu- 
mulo de 5-aminoimidazol-4-carboxamida-ribonucleotideo no 
meio de cultura (AlCAR; ver Figura 22-35). Esses efeitos sao 
revertidos pela adigao de excesso de p-aminobenzoato. 



p-Aminobenzoato Sulfanilamida 


(a) Qual a fungao do p-aminobenzoato nessas bacterias? 
(Dica: ver Figura 18-16.) 

(b) Por que o AlCAR se acumula na presenga de sulfani¬ 
lamida? 

(c) Por que a inibigao e o acumulo sao revertidos pela adi¬ 
gao de excesso de p-aminobenzoato? 

14. \Ta para os carbonos na biossmtese de pirimidinas. 

Determine os locais, na molecula do orotato, onde sera encon- 
trado ^^C, quando esse composto e isolado de celulas crescidas 
em meio contendo uma pequena quantidade de [^^C]succinato 
uniformemente marcado. Justifique sua resposta. 

15. Nucleotideos como fontes pobres para a obtengao 
de energia. Em condigoes de falta de alimento, os organismos 
podem utilizar proteinas e aminoacidos como fonte de energia. 
A desaminagao dos aminoacidos prodnz esqueletos de carbono 
que podem entrar na via glicolitica e no ciclo do acido citrico, 
produzindo energia na forma de ATP. Os nucleotideos, por ou- 
tro lado, nao sao degradados de forma semelhante para utiliza¬ 
gao como combustiveis para gerar energia. Quais observagoes 
da fisiologia celular apoiam essa afirmagao? Quais aspectos da 
estrutura dos nucleotideos os tornam uma fonte relativamente 
pobre de energia? 

^ 16. Tratamento da gota. 0 alopurinol (ver Figura 

__ 22-50), inibidor da xantina-oxidase, e utilizado para o 

tratamento da gota cronica. Explique a base bioquimica para 
esse tratamento. Pacientes tratados com alopurinol algumas 
vezes desenvolvem calculos de xantina nos rins, embora a inci- 
dencia de dano renal seja muito menor que na gota nao trata- 
da. Explique essa observagao, considerando as solubilidades 
desses compostos na urina: acido urico, 0,15 g/L; xantina, 0,05 
g/L; e hipoxantina, 1,4 g/L. 
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17. Inibigao da smtese de nucleotideos pela azasserina. 

0 composto diazo 0-(2-diazoacetil)-L-serina, tambem conheci- 
do como azasserina (ver Figura 22-51), e um poderoso inibidor 
das glutamina-amidotransferases. Se celulas em crescimento 
sao tratadas com azasserina, quais intermediMos da biossinte- 
se de nucleotideos se acumulam? Explique. 


Problema de analise de dados 

18. Utiliza^ao de tecnicas moleculares modernas na 
determina^ao da via biossintetica de um novo amino- 
acido. A maior parte das vias biossinteticas descritas neste 
capitulo foi determinada antes do desenvolvimento da tecno- 
logia do DNA recombinante e da genomica, de modo que as 
tecnicas eram bastante diferentes daquelas que os pesquisa- 
dores utilizariam hoje. Aqui e fornecido um exemplo de utili- 
zagao de tecnicas moleculares modernas para investigar a via 
de smtese de um novo aminoacido, (2*S)-4-amino-2-hidroxi- 
butirato (AHBA). As tecnicas aqui mencionadas estao descri¬ 
tas em varias segoes deste livro; este problema foi delineado 
para mostrar como essas tecnicas podem ser integradas em 
um estudo abrangente. 

0 AHBA e um y-aminoacido, componente de alguns anti- 
bioticos aminoglicosidicos, incluindo o antibiotico butirosina. 
Antibioticos modificados pela adigao de um residue de AHBA, 
com frequencia, sao mais resistentes a inativagao per enzimas 
bacterianas de resistencia a antibioticos. Como resultado, a 
compreensao de como o AHBA e sintetizado e adicionado a 
antibioticos e util para o planejamento de medicamentos. 

Em um artigo publicado em 2005, Li e colaboradores des- 
crevem como determinaram a via de sintese do AHBA a partir 
do glutamate. 


NHs OH 



Glutamato AHBA 


(a) Descreva sucintamente as transformagoes quimicas 
necessarias para converter glutamato em AHBA. Neste ponto, 
nao se preocupe com a sequencia das reagoes. 

Li e colaboradores comegaram clonando o grupo de genes 
responsaveis pela biossintese de butirosina na bacteria Ba¬ 
cillus circulans, que produz grandes quantidades desse an¬ 
tibiotico. Eles identificaram cinco genes essenciais para a via: 
htrl, btrJ, btrK, btrO e btrV. Os pesquisadores entao clonaram 
esses genes em plasmideos de E. coli, o que permite a supe- 
rexpressao dos genes, produzindo proteinas com “etiquetas de 
histidina” fundidas a sens terminais amino para facilitar a puri- 
ficagao (ver Segao 9.1). 

A sequencia de aminoacidos prevista para a proteina Btrl 
mostrou forte homologia com proteinas carreadoras de acila 
(ver Figura 21-5). Utilizando espectrometria de massa, Li e 
colaboradores encontraram uma massa molecular de 11.812 
para a proteina Btrl purificada (incluindo a etiqueta de His). 
Quando a proteina Btrl purificada foi incubada com coenzima 
A e com uma enzrma capaz de ligar CoA a outras proteinas car¬ 


readoras de acilas, a especie molecular principal apresentou 
M^de 12.153. 

(b) Como voce utilizaria esses dados para argumentar que 
a Btrl pode atuar como proteina carreadora de acilas com uma 
CoA como grupo prostetico? 

Utilizando a terminologia padrao, Li e colaboradores cha- 
maram de apo-Btrl a forma da proteina nao ligada a CoA, e a 
forma com a CoA (ligada como na Figura 21-5) foi denominada 
holo-Btrl. Quando a holo-Btrl foi incubada com glutamina, ATP 
e proteina BtrJ purificada, a especie holo-Btrl de de 12.153 
foi substituida por uma especie de de 12.281, correspon- 
dendo ao tioester de glutamato com holo-Btrl. Com base nes¬ 
ses dados, os autores propuseram a seguinte estrutura para a 
especie deM^. de 12.281 (y-glutamil-A-Btrl): 

NHs 


Btrl 

y-Glutamil-S-Btrl 

(c) Que outra(s) estrutura(s) e(sao) consistente(s) com 
esses dados? 

(d) Li e colaboradores argumentaram que a estrutura aqui 
mostrada (y-glutamil-iS'-Btrl) provavelmente seja a correta, 
pois o grupo a-carboxila deve ser removLdo em algum memen¬ 
to do processo biossintetico. Explique a base quimica para esse 
argumento. (Dica: ver Figura 18-6, reagao C.) 

A proteina BtrK mostrou significativa homologia com ami- 
noacido-descarboxilases dependentes de PLP e descobriu-se 
que a BtrK isolada de E. coli continha PLP fortemente ligado. 
Quando y-glutamil-*S'-Btrl foi incubada com BtrK purificada, foi 
produzida uma especie molecular comM^. de 12.240. 

(e) Qual a estrutura mais provavel para essa especie? 

(f) Curiosamente, quando os investigadores incubaram glu¬ 
tamato e ATP com Btrl, BtrJ e BtrK purificadas, observaram a 
produgao de uma especie molecular comM^. de 12.370. Qual a 
estrutura mais provavel para essa especie? Dica: lembre-se que 
BtrJ pode utilizar ATP para ligar glutamato em grupos nucleo- 
filicos atraves da y-carboxila. 

Li e colaboradores descobriram que a BtrO e homologa a 
enzimas do tipo mono-oxigenase (ver Quadro 21-1), que hi- 
droxilam alcanos, utilizando FMN como cofator, e que a BtrV e 
homologa a uma NAD(P)H-oxidorredutase. Dois outros genes 
nesse nucleo, btrG e btrH, provavelmente codifiquem enzimas 
que removem o grupo y-glutamila e ligam AHBA a molecula do 
antibio tico-alvo. 

(g) Com base nesses dados, proponha uma via plausivel 
para a sintese de AHBA e sua ligagao ao antibiotico-alvo. Inclua 
as enzimas que catalisam cada passo e quaisquer outros subs- 
tratos ou cofatores necessarios (ATP, NAD, etc.). 
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Regula^ao Hormonal e Integra^ao 
do Metabolismo em Mamiferos 


23.1 Hormonios: estruturas diferentes para fun^es 
diferentes 929 

23.2 Metabolismo especifico para cada tecido: a divisao de 
trabalho 939 

23.3 Regulagao hormonal do metabolismo energetico 951 

23.4 Obesidade e regula^ao da massa corporal 960 

23.5 Obesidade, smdrome metabolica e diabetes tipo 2 968 

D os Capitulos 13 a 22 foi discutido o metabolismo nas ce- 
lulas individuals, enfatizando as vias centrals comuns a 
quase todas as celulas -bacterianas, arqueobacterianas 
e eucarioticas. Foi analisado como os processos metaboli- 
cos dentro das celulas sao regulados nas reagoes enzimati- 
cas individuais pela disponibilidade de substrate, por meca- 
nismos alostericos e por fosforilagao on outra modificagao 
covalente das enzimas. 

Para entender completamente o significado das vias me- 
tabolicas individuais e sua regulagao, e necessario observar 
essas vias no contexto do organismo como um todo. Uma 
caracteristica essencial dos organismos multicelulares e a 
diferenciagao celular e a divisao de trabalho. As fungoes es- 
pecializadas dos tecidos e orgaos de organismos complexes 
como os humanos impoem requerimentos energeticos ca- 
racteristicos e padroes de metabolismo. Sinais hormonais 
integram e coordenam as atividades metabolicas de dife¬ 
rentes tecidos e otimizam a alocagao de combustiveis e pre- 
cursores para cada orgao. 

Este capitulo tera como foco os mamiferos, detendo- 
-se no metabolismo especializado de varies orgaos e teci¬ 
dos importantes e na integragao do metabolismo em todo 
o organismo. Comega examinando o ample alcance dos 
hormonios e mecanismos hormonais, apresentando entao 
as fungoes especificas de tecidos diferentes reguladas por 
esses mecanismos. Discute a distribuigao dos nutrientes 
para varies orgaos - enfatizando o papel central desempe- 
nhado pelo figado - e a cooperagao metabolica entre esses 
orgaos. Para ilustrar o papel integrador dos hormonios, 
descreve a inter-relagao entre a insulina, o glucagon e a 
adrenalina na coordenagao do metabolismo energetico no 
musculo, no figado e no tecido adipose. Os disturbios me- 
tabolicos no diabetes ilustram a importancia da regulagao 
hormonal do metabolismo. Discute a regulagao hormonal 


da massa corporal no longo prazo e, por fim, o papel da 
obesidade no desenvoMmento da smdrome metabolica e 
do diabetes. 

23.1 Hormonios: estruturas diferentes para 
fungoes diferentes 

Hormonios sao pequenas moleculas ou proteinas produzi- 
das em um tecido, liberadas na circulagao e transportadas a 
outros tecidos, nos quais agem por meio de receptores para 
produzir mudangas nas atividades celulares. Eles servem 
para coordenar as atividades metabolicas de varies tecidos 
ou orgaos. Em um organismo complexo, praticamente cada 
processo e regulado por um ou mais hormonios: manuten- 
gao da pressao sanguinea, do volume sanguineo e do equi- 
librio de eletrolitos; embriogenese; diferenciagao sexual, 
desenvoMmento e reprodugao; fome, comportamento ali- 
mentar, digestao e distribuigao de combustiveis - para citar 
apenas alguns. Esta segao examina os metodos de deteegao 
e de medida de hormonios e sua interagao com receptores; 
estuda, tambem, uma selegao representativa de tipos de 
hormonios. 

A coordenagao do metabolismo nos mamiferos e reali- 
zada pelo sistema neuroendocrino. As celulas de um de- 
terminado tecido sentem uma mudanga nas condigoes do 
organismo e respondem secretando um mensageiro quimi- 
co, que passa para outra celula no mesmo tecido ou em um 
tecido diferente, na qual o mensageiro se liga a uma mole- 
cula receptora e desencadeia uma mudanga nesta segun- 
da celula. Esses mensageiros quimicos podem transmitir 
informagao a distancias muito curtas ou muito longas. Na 
sinalizagao neuronal (Figura 23-la), o mensageiro quimi- 
co e um neurotransmissor (p. ex., acetilcolina) e percorre 
somente uma fragao de micromero atraves da fenda sinap- 
tica ate o neuronio seguinte em uma rede. Na sinalizagao 
hormonal, os mensageiros - hormonios - sao transportados 
pela corrente sanguinea para celulas vizinhas ou para or¬ 
gaos e tecidos distantes; eles podem percorrer um metro ou 
mais para encontrar suas celulas-alvo (Figura 23-lb). Ex- 
ceto por essa diferenga anatomica, esses dois mecanismos 
de sinalizagao quimica sao muito semelhantes, e a mesma 
molecula pode as vezes agir como neurotransmissor e como 
hormonio. A adrenalina e a noradrenalina, por exemplo, 
servem como neurotransmissores em determinadas sinap- 
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FIGURA 23-1 Sinaliza^ao pelo sistema neuroendocrino. (a) Na sinali- 
zagao neuronal, sinais eletricos (impulsos nervosos) se originam no corpo ce- 
lular de urn neuronio e se propagam muito rapidamente por longas distan- 
cias ate a extremidade do axonio, onde os neurotransmissores sao liberados 
e se difundem para a celula-alvo. A celula-alvo (outro neuronio, urn miocito 
ou uma celula secretora) esta a uma distancia de apenas uma frapao de mi¬ 
crometro ou poucos micrometros do local de liberapao do neurotransmissor. 
(b) Na sinalizapao endocrina, os hormonios (tais como insulina produzida 
nas celulas jS pancreaticas) sao secretados para a corrente sanguinea, que os 
transporta pelo corpo ate os tecidos-alvo, que podem estar a uma distancia 
de urn metro ou mais da celula secretora.Tanto os neurotransmissores quan¬ 
to os hormonios interagem com receptores especificos na superficie ou no 
interior de suas celulas-alvo, desencadeando as respostas. 


ses do cerebro e nas jungoes neuromusculares do musculo 
liso, e como hormonios que regulam o metabolismo energe- 
tico no figado e no musculo. A discussao que se segue sobre 
a sinalizagao celular enfatiza a agao hormonal, esbogada nas 
discussoes sobre metabolismo energetico nos capitulos an- 
teriores, mas a maioria dos mecanismos fundamentais aqui 
descritos tambem ocorre na agao neurotransmissora. 

A deteqao e a purifica^ao dos hormonios requerem 
urn bioensaio 

Como e detectado e isolado um hormonio? Em primeiro 
lugar, os pesquisadores descobrem que um processo fisio- 


logico em um tecido depende de um sinal que tern origem 
em outro tecido. A insulina, por exemplo, primeiramente 
foi reconhecida como substancia produzida no pancreas e 
que afeta a concentragao da glicose no sangue e na urina 
CQuadro 23-1). Uma vez descoberto o efeito fisiologico do 
suposto hormonio, foi possivel desenvolver um bioensaio 
quantitativo para ele. No caso da insulina, o ensaio consistiu 
na injegao de extratos de pancreas (fonte bruta de insulina) 
em animais experimentais deficientes em insulina, quantifi- 
cando-se entao as alteragoes na concentragao de glicose no 
sangue e na urina. Para isolar um hormonio, o bioquimico 
fraciona os extratos que contem o suposto hormonio com 
as mesmas tecnicas usadas para purificar outras biomole- 
culas (fracionamento com solvente, cromatografia e eletro- 
forese), testando cada fragao quanto a atividade hormonal. 
Uma vez purificado, sua composigao e estrutura podem ser 
determinadas. 

Esse protocolo para caracterizagao hormonal e ilusoria- 
mente simples. Os hormonios sao extremamente potentes 
e sao produzidos em quantidades muito pequenas. A ob- 
tengao de hormonio suficiente para permitir sua caracte¬ 
rizagao quimica com frequencia envolve isolamentos bio- 
quimicos em uma escala heroica. Quando Andrew Schally 
e Roger Guillemin, de modo independente, purificaram e 
caracterizaram o hormonio liberador de tirotropina (TRH, 
de thyrotropin-releasing hormone') do hipotalamo, o gru- 
po de Schally utilizou cerca de 20 toneladas de hipotalamos 
de aproximadamente dois milhoes de ovelhas, e o grupo de 
Guillemin extraiu hipotalamos de cerca de um milhao de 
porcos! 0 TRH foi identificado como um derivado simples 
do tripeptideo Glu-His-Pro (Figura 23-2). Uma vez conhe- 
cida a estrutura, esse hormonio pode ser sintetizado qui- 
micamente em grandes quantidades para uso nos estudos 
fisiologicos e bioquimicos. 

Por sens trabalhos com os hormonios hipotalamicos, 
Schally e Guillemin receberam, em 1977, o Premio Nobel 
de Fisiologia ou Medicina, juntamente com Rosalyn Yalow, 
que, com Solomon A. Berson, desenvolveu o radioimuno- 
ensaio (RIF), ensaio extremamente sensivel para a de- 
tecgao de hormonios peptidicos, e o utilizou para estudar 
a agao hormonal. 0 RIE revolucionou a pesquisa com hor¬ 
monios por tornar possivel a medigao de quantidades mui¬ 
to pequenas de hormonios de forma rapida, quantitativa e 
especifica. 

Anticorpos especificos para hormonios sao a chave 
para o radioimunoensaio e sen equivalente moderno, en¬ 
saio imunoadsorvente ligado a enzima (Elisa; ver Figura 
5-26b). Hormonios purificados, injetados em coelhos ou 
camundongos, induzem a produgao de anticorpos que se 
ligam ao hormonio com afinidade e especificidade mui¬ 
to altas. Esses anticorpos podem ser purificados e mar- 
cados com radioisotopos (para RIE) ou conjugados com 
uma enzima que gera um produto colorido (para Elisa). 
Os anticorpos marcados interagem com extratos contendo 
o hormonio. A fragao do anticorpo que se liga ao hormonio 
no extrato e quantificada pela detecgao da radiagao ou por 
fotometria. Devido a alta afinidade do anticorpo pelo hor¬ 
monio, tais ensaios podem ser sensiveis a picogramas de 
hormonio em uma amostra. 
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^ MEDICINA 


Como e descoberto urn hormonio? 0 arduo caminho ate a insulina purificada 


Milhoes de pessoas com diabetes melito tipo 1 injetam 
diariamente em si mesmas insulina pura, para compensar 
a falta de produgao deste hormonio essencial por suas 
proprias celulas /3 pancreaticas. A injegao de insulina nao 
e a cura para o diabetes, mas permite uma vida longa e 
produtiva a pessoas que, de outra forma, morreriam jo- 
vens. A descoberta da insulina, que comegou com uma 
observagao acidental, ilustra a combinagao de serendipi- 
dade e experimentagao cuidadosa que levou a descoberta 
de muitos hormonios. 

Em 1889, Oskar Minkowski, jovem assistente na Fa- 
culdade de Medicina de Estrasburgo, e Josef von Mering, 
do Instituto Hoppe-Seyler, tambem em Estrasburgo, ti- 
veram uma discussao amigavel sobre a importancia do 
pancreas, conhecido por conter lipases, na digestao de 
gorduras em caes. Para resolver a questao, eles come¬ 
garam um experimento sobre a digestao das gorduras. 
Removeram cirurgicamente o pancreas de um cao, mas 
antes que o experimento prosseguisse, Minkowski obser- 
vou que o cao agora estava produzindo muito mais urina 
do que em condigoes normals (sintoma comum do dia¬ 
betes nao tratado). Alem disso, a urina continha niveis 
de glicose acima do normal (outro sintoma de diabetes). 
Esses resultados sugeriram que a falta de algum produto 
pancreatico causaria o diabetes. 

Minkowski teuton, sem sucesso, preparar um extra- 
to de pancreas de cao que pudesse reverter o efeito da 
remogao do orgao - isto e, baixar os niveis de glicose no 
sangue e na urina. Hoje sabe-se que a insulina e uma pro- 
teina, e que o pancreas e muito rico em proteases (tripsi- 
na e quimotripsina), normalmente liberadas no intestino 
delgado para auxiliar na digestao. Sem duvida essas pro¬ 
teases degradavam a insulina nos extratos pancreaticos 
dos experimentos de Minkowski. 

Apesar de esforgos consideraveis, nenhum progresso 
significativo foi obtido no isolamento on na caracteriza- 
gao do “fator antidiabetico” ate o verao de 1921, quando 
Frederick G. Banting, jovem cientista trabalhando no la- 
boratorio de J. J. R. MacLeod, na Universidade de Toron¬ 
to, e um estudante assistente, Charles Best, dedicaram-se 
ao problema. Nessa epoca, varias evidencias apontavam 
para um grupo de celulas especializadas no pancreas (as 
ilhotas de Langerhans; ver Figura 23-26) como a fonte do 
fator antidiabetico, o qual viria a ser chamado de insulina 
(do latim insula, “ilha”). 

Tomando precaugoes para impedir a proteolise. 
Banting e Best (mais tarde auxiliados pelo bioquimico 
J. B. Collip) conseguiram, em dezembro de 1921, pre¬ 
parar um extrato pancreatico purificado que curava os 
sintomas do diabetes experimental em caes. Em 25 de 
Janeiro de 1922 (somente um mes mais tarde!), sua pre- 
paragao de insulina foi injetada em Leonard Thompson, 
um menino de 14 anos gravemente doente com diabetes 
melito. Em poucos dias, os niveis de corpos cetonicos e 
de glicose na urina de Thompson diminuiram drastica- 


mente; o extrato salvou sua vida e a vida de um grande 
numero de criangas seriamente doentes que tambem 
receberam essas preparagoes (Figura Q-1). Em 1923, 
Banting e MacLeod receberam o Premio Nobel pelo iso¬ 
lamento da insulina. Banting anunciou imediatamente 
que dividiria seu premio com Best; MacLeod dividiu o 
seu com Collip. 

Ja em 1923, as companhias farmaceuticas forneciam 
insulina extraida de pancreas de porco a milhares de 
pacientes ao redor do mundo. Com o desenvoMmento 
das tecnicas de engenharia genetica, na decada de 1980 
(Capitulo 9), tornou-se possivel produzir quantidades 
ilimitadas de insulina humana pela insergao do gene clo- 
nado da insulina humana em um microrganismo, o qual 
foi entao cultivado em escala industrial. Alguns pacientes 
com diabetes estao usando bombas de insulina implan- 
tadas, que liberam quantidades ajustaveis do hormonio 
para satisfazer as necessidades no horario das refeigoes e 
durante o exercicio. Existe uma perspectiva razoavel de 
que, no futuro, o transplante de tecido pancreatico for- 
nega aos pacientes diabeticos uma fonte de insulina que 
responda tao bem quanto o pancreas normal, liberando 
insulina na corrente sanguinea somente quando a glicose 
aumentar no sangue. 



FIGURA Q-1 Crian^a com diabetes tipo 1 antes (a esquerda) e apos (a 
direita) tres meses de tratamento com uma preparapao de insulina. 
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FIGURA 23-2 Estrutura do hormonio liberador de tirotropina (TRH). 

Purificado (apos heroicos esforpos) de extratos de hipotalamo, oTRH e urn 
derivado do tripeptideo Glu-His-Pro. 0 grupo carboxilico da cadeia lateral do 
Glu aminoterminal forma uma amida (ligapao em vermelho) com o grupo 
a-amino deste residuo, criando o piroglutamato, e o grupo carboxilico da 
Pro carboxiterminal e convertido em uma amida (NH 2 em vermelho). Estas 
modificapoes sao comuns entre os hormonios peptidicos pequenos. Em 
uma proteina tipica de —50.000, as mudanpas nos grupos amino e carbo- 
xiterminais contribuem muito pouco para a carga total da molecula, mas em 
urn tripeptideo estas duas cargas dominam as propriedades da molecula. A 
formapao de derivados amida remove estas cargas. 


Os hormonios atuam por meio de receptores celulares 
especi'ficos de alta afinidade 

Conforme foi visto no Capitulo 12, todos os hormonios agem 
por meio de receptores altamente especificos nas celulas- 
-alvo sensiveis a eles, e os hormonios se ligam a esses recep¬ 
tores com alta afinidade. Cada tipo celular tern sua propria 
combinagao de receptores hormonais, os quais definem o 
espectro da capacidade de resposta da celula aos hormo¬ 
nios. Alem disso, dois tipos celulares com o mesmo tipo de 
receptor podem ter diferentes alvos intracelulares da agao 
hormonal e, assim, podem responder de modo diferente ao 
mesmo hormonio. A especificidade da agao hormonal re- 
sulta da complementaridade estrutural entre o hormonio e 
sen receptor; essa interagao e extremamente seletiva, de 
modo que ate mesmo hormonios estruturalmente seme- 
Ihantes podem ter efeitos diferentes se ligarem-se prefe- 
rencialmente a receptores diferentes. A alta afinidade da 
interagao permite as celulas responder a concentragoes 
muito baixas do hormonio. No delineamento de farmacos 
planejados para intervir na regulagao hormonal, e preciso 
conhecer a especificidade relativa e a afinidade do farmaco 
e do hormonio natural. Recorde que as interagoes hormo- 
nio-receptor podem ser quantificadas pela analise de Sca- 
tchard (ver Quadro 12-1), a qual, sob condigoes favoraveis, 
produz uma medida quantitativa da afinidade (a constante 
de dissociagao do complexo) e do numero de sitios de liga- 
gao ao hormonio em uma preparagao de receptor. 

As consequencias intracelulares das interagoes ligante- 
-receptor sao de, pelo menos, cinco tipos: (1) um segundo 
mensageiro (como o cAMP, cGMP on o inositol-trifosfato) 
gerado dentro da celula atua como um regulador alosterico 
de uma on mais enzimas, (2) um receptor do tipo tirosina- 
-cinase e ativado pelo hormonio extracelular, (3) a abertura 
on o fechamento de canals ionicos controlados por hormo¬ 
nios resulta em uma mudanga no potencial de membrana. 


(4) um receptor de adesao na superficie celular envia infor- 
magao da matriz extracelular para o citoesqueleto, on (5) 
um esteroide on uma molecula semelhante a um esteroide 
causa uma mudanga no nivel de expressao (transcrigao de 
DNA em mRNA) de um on mais genes, mediada por uma 
proteina receptora hormonal nuclear (ver a Figura 12-2). 

Os hormonios peptidicos e aminicos, que sao hidrosso- 
luveis (insulina e adrenalina, por exemplo), atuam extrace- 
lularmente por se ligarem a receptores de superficie celular 
que atravessam a membrana plasmatica (Figura 23-3). 
Quando o hormonio se liga ao dominio extracelular do re¬ 
ceptor, ele sofre uma mudanga de conformagao analoga a 
produzida em uma enzima alosterica pela ligagao de uma 
molecula efetora. A mudanga de conformagao desencadeia 
os efeitos a jusante do hormonio. 

Uma unica molecula de hormonio, ao formar um com¬ 
plexo hormonio-receptor, ativa um catalisador que pro¬ 
duz muitas moleculas do segundo mensageiro, de forma 
que o receptor serve nao somente como um transdutor 
de sinal, mas tambem como um amplificador dele. 0 si- 
nal pode ser amplificado mais adiante por uma cascata 
de sinalizagao, uma serie de etapas nas quais o catalisa¬ 
dor ativa outro catalisador, resultando em amplificagoes 
muito grandes do sinal original. Uma cascata desse tipo 
ocorre na regulagao, pela adrenalina, da sintese e da de- 


Receptor na superficie celular 


Receptor nuclear 


Hormonio peptidico ou amina 
se liga ao receptor no exterior 
da celula, atuando por meio do 
receptor, sem entrar na celula. 


Hormonio esteroide 
ou tireoideo entra na 
celula; o complexo 
hormonio-receptor 
atua no nucleo. 


► — Hormonio 


■ Hormonio 


Citosol 



Atividadealterada de 
enzima preexistente 


Quantidade alterada de 
protemas recem-sintetizadas 


FIGURA 23-3 Dois mecanismos gerais da a^ao hormonal. Os hormo¬ 
nios peptidicos e do tipo amina agem mais rapidamente do que os esteroi- 
des e os tireoideos. 
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gradagao do glicogenio (ver Figura 12-7). A adrenalina 
ativa (por meio de seu receptor) a adenilato-ciclase, que 
produz muitas moleculas de cAMP para cada molecula de 
hormonio ligado ao receptor. 0 cAMP, por sua vez, ativa 
a protema-cinase dependente de cAMP (protema-cinase 
A), a qual ativa a glicogenio-fosforilase fc»-cinase, que ati¬ 
va a glicogenio-fosforilase h. 0 resultado e a amplificagao 
do sinal: uma molecula de adrenalina induz a produgao 
de muitos milhares ou milhoes de moleculas de glicose-1- 
-fosfato a partir do glicogenio. 

Os hormonios insoluveis em agua (hormonios esteroi- 
des, retinoides e da tireoide) atravessam a membrana plas- 
matica de suas celulas-alvo para alcangar suas proteinas 
receptoras no nucleo (Figura 23-3). Nessa classe de hormo¬ 
nios, o proprio complexo hormonio-receptor carrega a men- 
sagem; ele interage com o DNA para alterar a expressao de 
genes especificos, mudando o complemento enzimatico da 
celula e mudando, desta forma, o metabolismo celular (ver 
Figura 12-30). 

Os hormonios que atuam por meio de receptores de 
membrana plasmatica geralmente provocam respostas bio- 
quimicas ou fisiologicas muito rapidas. Poucos segundos 
apos a secregao de adrenalina pela medula suprarrenal para 
a corrente sanguinea, o musculo esqueletico responde ace- 
lerando a degradagao de glicogenio. Em contrapartida, os 
hormonios da tireoide e os hormonios sexuais (esteroides) 
promovem respostas maximas em sens tecidos-alvo somen- 
te apos horas ou mesmo dias. Essas diferengas no tempo de 
resposta correspondem a modes diferentes de agao. Geral¬ 
mente, os hormonios de agao rapida levam a uma mudanga 
na atividade de uma ou mais enzimas preexistentes na ce¬ 
lula, por mecanismos alostericos ou modificagao covalen- 
te. Os hormonios de agao mais lenta geralmente alteram a 
expressao genica, resultando na sintese de mais (regulagao 
positiva) ou menos (regulagao negativa) quantidade da(s) 
protema(s) regulada(s). 

Os hormonios sao quimicamente diferentes 

Os mamiferos tern varias classes de hormonios, distingui- 
veis por suas estruturas quimicas e por seu mecanismo 


de agao (Tabela 23-1). Os hormonios peptidicos, as ca- 
tecolaminas e os eicosanoides agem a partir do exterior 
da celula-alvo via receptores de superficie. Os hormonios 
esteroides, a vitamina D, os retinoides e os hormonios da 
tireoide entram na celula e atuam por meio de receptores 
nucleares. 0 oxido nitrico (um gas) tambem entra na ce¬ 
lula, mas ativa uma enzima citosolica, a guanilato-ciclase 
(ver Figura 12-20). 

Os hormonios tambem podem ser classificados pelo 
trajeto que fazem desde o ponto de liberagao ate as celu- 
las-alvo. Os hormonios endocrinos (do grego, endon = 
“dentro de”, e krinein = diberar”) sao liberados no san- 
gue e transportados para as celulas-alvo por todo o cor- 
po (a insulina e o glucagon sao exemplos). Os hormonios 
paracrinos sao liberados no espago extracelular e difun- 
dem-se para celulas-alvo vizinhas (os hormonios eicosa¬ 
noides sao desse tipo). Os hormonios autocrinos afetam 
a mesma celula que os libera, ligando-se a receptores na 
superficie celular. 

Os mamiferos nao sao os unicos com sistemas de sina- 
lizagao hormonal: os insetos e os vermes nematodeos tern 
sistemas de regulagao hormonal altamente desenvolvidos, 
com mecanismos basicos similares aos dos mamiferos. As 
plantas tambem usam sinais hormonais para coordenar 
as atividades de sens tecidos (Capitulo 12). 0 estudo da 
agao hormonal nas plantas nao esta tao avangado quan¬ 
to nos animals, mas sabe-se que alguns mecanismos sao 
compartilhados. 

Para ilustrar a diversidade estrutural e o espectro de 
agao dos hormonios dos mamiferos, serao estudados exem¬ 
plos representativos das principals classes apresentadas na 
Tabela 23-1. 

Hormonios peptidicos Os hormonios peptidicos podem ter 
de 3 a mais de 200 residues de aminoacidos. Eles incluem 
os hormonios pancreaticos insulina, glucagon e somatosta- 
tina; o hormonio paratireoideo calcitonina e todos os hor¬ 
monios do hipotalamo e da hipofise (descritos a seguir). 
Esses hormonios sao sintetizados nos ribossomos na forma 
de proteinas precursoras mais longas (pro-hormonios), 
sendo entao acondicionados em vesiculas secretoras e 


TABELA 23-1 


Tipo 

Exempio 

Via de smtese 

Modo de a^ao 

Peptideo 

Insulina, glucagon 

Processamento proteolitico de ' 

pro-hormonio 

Receptores de membrana plasmatica; 
segundos mensageiros 

Catecolamina 

Adrenalina 

A partir da tirosina 

Eicosanoide 

PGEi 

A partir do araquidonato 

(acido graxo 20:4) ^ 

Esteroide 

Testosterona 

A partir do colesterol 


Vitamina D 

la,25-Di-hidroxivitamina Dg 

A partir do colesterol 

Receptores nucleares; regulagao da 

Retinoide 

Acido retinoic 0 

A partir da vitamina A 

transcrigao 

Tireoide 

Tri-iodotironina (Tg) 

A partir da tirosina na tireoglobulina 


Oxido nitrico 

Oxido nitrico 

A partir da arginina + Og 

Receptor citosolico (guanilato-ciclase) e 
segundo mensageiro (cGMP) 
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processados proteoliticamente para formar os peptideos 
ativos. A insulina e uma protema pequena 5.800) 
com duas cadeias polipeptidicas, A e B, unidas por duas 
ligagoes dissulfeto. Ela e sintetizada no pancreas como um 
precursor inativo de uma so cadeia, a pre-pro-insulina (Fi- 
gura 23-4), com uma “sequencia sinalizadora” aminoter- 
minal que direciona sua passagem para as vesiculas de se- 
cregao. (As sequencias sinalizadoras sao apresentadas no 
Capitulo 27; ver a Figura 27-38.) A remogao proteolitica 
da sequencia sinalizadora e a formagao de tres ligagoes 
dissulfeto produzem a pro-insulina, que e armazenada em 
granules secretores (vesiculas envoltas por membrana, re- 
pletas da protema sintetizada no reticulo endoplasmatico) 
nas celulas j8 pancreaticas. Quando a glicose sanguinea 
estiver suficientemente elevada para desencadear a se- 
cregao da insulina, a pro-insulina e convertida em insulina 
ativa por proteases especificas, que hidrolisam duas liga¬ 
goes peptidicas e formam a molecula de insulina madura e 
o peptideo C, que sao liberados por exocitose no sangue. 


Pre-pro-insulina 


Sequencia 

sinalizadora 



Pro-insulina 


H.N -C 


Insulina madura 
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Sequencia sinalizadora 



Cadeia B 


H,N 




S Cadeia A S 


B^COO” 


S-S 


FIGURA 23-4 Insulina. A insulina madura e formada por processamento 
proteolitico de seu precursor mais longo, a pre-pro-insulina. A remopao de 
um segmento de 23 aminoacidos (a sequencia sinalizadora) da extremidade 
aminoterminal da pre-pro-insulina e a formapao de tres ligapoes dissulfeto 
geram a pro-insulina. Uma proteolise adicional remove o peptideo C da pro- 
-insulina e produz a insulina madura, composta pelas cadeias A e B. A Figura 
3-24 mostra a sequencia de aminoacidos da insulina bovina. 


Gene da pro-opiomelanocortina (POMC) 
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FIGURA 23-5 Processamento proteolitico do precursor pro-opiome- 
lanocortina (POMC). 0 produto inicial do gene POMC e um polipeptideo 
longo que sofre clivagem por uma serie de proteases especificas para a pro- 
duqao de ACTH, p e y-lipotropina, a, p e y-MSH (hormonio estimulador de 
melanocitos, ou melanocortina), CLIP (peptideo intermediario semelhante 
a corticotropina), p-endorfina e Met-encefalina. Os pontos de hidrolise sao 
pares de residues basicos, Arg-Lys, Lys-Arg ou Lys-Lys. 


Em alguns cases, as proteinas pro-hormonais nao pro¬ 
duzem somente um, mas varios hormonios ativos. A pro- 
-opiomelanocortina (POMC) e um exemplo espetacular de 
hormonios multiples codificados por um unico gene. 0 gene 
da POMC codifica um polipeptideo grande que e progressi- 
vamente dividido em pelo menos nove peptideos biologica- 
mente ativos (Figura 23-5). Em muitos hormonios pepti- 
dicos, como no TRH, os residues terminals sao modificados 
(Figura 23-2). 

A concentragao dos hormonios peptidicos nos gra¬ 
nules secretores e tao alta que o conteudo da vesicula e 
praticamente cristalino; quando o conteudo e liberado por 
exocitose, uma grande quantidade do hormonio e liberada 
rapidamente. Os capilares que irrigam as glandulas endo- 
crinas produtoras de peptideos sao fenestrados (pontua- 
dos com minuscules orificios ou “janelas”), de forma que 
as moleculas do hormonio entram rapidamente na corren- 
te sanguinea para transporte para as celulas-alvo situadas 
em outros lugares. Conforme observado anteriormente, 
todos os hormonios peptidicos agem pela ligagao aos re- 
ceptores na membrana plasmatica. Eles levam a geragao 
de um segundo mensageiro no citosol, que muda a ativi- 
dade de uma enzima intracelular, alterando, assim, o me- 
tabolismo celular. 

Hormonios catecolammicos Os compostos hidrossoluveis 
adrenalina (epinefrina) e noradrenalina (norepine- 
frina) sao catecolaminas, assim denominadas devido ao 
composto catecol, estruturalmente relacionado. Sao sinte- 
tizadas a partir da tirosina (ver Figura 22-31). 
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Tirosina -^ i-Dopa -> Dopamina -> 

Noradrenalina -> Adrenalina 

As catecolaminas produzidas no cerebro e em outros teci- 
dos neurais atuam como neurotransmissores, mas a adrena¬ 
lina e a noradrenalina tambem sao hormonios, sintetizados 
e secretados pelas glandulas suprarrenais. A semelhanga 
dos hormonios peptidicos, as catecolaminas encontram- 
-se altamente concentradas nas vesiculas secretoras, sao 
liberadas por exocitose e atuam por meio de receptores de 
superficie para gerar segundos mensageiros intracelulares. 
Eles controlam uma ampla variedade de respostas fisiologi- 
cas ao estresse agudo (ver Tabela 23-6). 

Hormonios eicosanoides Os hormonios eicosanoides (pi’os- 
taglandinas, tromboxanos e leucotrienos) sao derivados do 
araquidonato, acido graxo poli-insaturado de 20 carbonos. 

Fosfolipideos 

1 

Araquidonato 

(20:4) 



Ao contrario dos hormonios descritos anteriormente, eles 
nao sao sintetizados previamente e armazenados; quan- 
do necessarios, sao produzidos a partir do araquidona¬ 
to, que e liberado enzimaticamente dos fosfolipideos de 
membrana pela fosfolipase Ag. As enzimas da via que leva 
as prostaglandinas e aos tromboxanos estao amplamen- 
te distribuidas nos tecidos dos mamiferos; a maioria das 
celulas pode produzir estes sinais hormonais, e as celulas 
de muitos tecidos podem responder a eles por meio de re¬ 
ceptores especificos na membrana plasmatica. Os hormo¬ 
nios eicosanoides sao hormonios paracrinos, secretados 
no fluido intersticial (nao no sangue), e agem em celulas 
proximas. 


dendo por isso ser utilizadas na clinica para induzir o par- 
to). Tambem sao responsaveis por medlar a dor e a 
inflamagao em todos os tecidos. Muitos farmacos anti-in- 
flamatorios agem inibindo etapas da via de sintese das 
prostaglandinas (ver Figura 21-15). Os tromboxanos regu- 
1 am a fungao das plaquetas e, consequentemente, a coagu- 
lagao sanguinea (ver Figura 6-39). Os leucotrienos LTC 4 e 
LTD 4 agem, por meio de receptores de membrana, estimu- 
lando a contragao da musculatura lisa no intestino, nas 
vias aereas pulmonares e na traqueia. Sao mediadores da 
anafilaxia, resposta imune exagerada que pode incluir 
constrigao das vias aereas, frequencia cardiaca alterada, 
cheque e, as vezes, a morte. ■ 

Hormonios esteroides Os hormonios esteroides (hormonios 
adrenocorticais e sexuais) sao sintetizados em varies teci¬ 
dos endocrinos a partir do colesterol. 


T 


As prostaglandinas promovem a contragao da mus¬ 
culatura lisa, incluindo a do intestino e do utero (do- 


Colesterol 


Progesterona 


Cortisol 

(glicocorticoide) 


Testosterona 


Aldosterona 

(mineralocorticoide) 


Estradiol 
(hormonios sexuais) 


Deslocam-se ate suas celulas-alvo pela corrente sanguinea, 
ligados a proteinas carregadoras. No cortex suprarrenal sao 
produzidos mais de 50 hormonios corticosteroides, por rea- 
goes que removem a cadeia lateral do anel D do colesterol 
e introduzem oxigenio, formando grupos cetona e hidroxil. 
Muitas dessas reagoes envolvem as enzimas do citocromo 
P-450 (ver Quadro 21-1). Os corticosteroides sao de dois 
tipos gerais, definidos por suas agoes. Os glicocorticoides 
(como o cortisol) afetam principalmente o metabolismo dos 
carboidratos; os mineralocorticoides (como a aldosterona) 
regulam a concentragao de eletrolitos (K^, Na^, Ca^^, Cl”) 
no sangue. Os androgenios (como a testosterona) e os es- 
trogenios (como o estradiol; ver a Figura 10-19) sao sinte¬ 
tizados nos testiculos e ovaries. Eles afetam o desenvoM- 
mento e o comportamento sexuais, e uma grande variedade 
de outras fungoes reprodutivas e nao reprodutivas. Sua sin- 
tese tambem envolve as enzimas do citocromo P-450 que 
clivam a cadeia lateral do colesterol e introduzem atomos 
de oxigenio. 

Todos os hormonios esteroides atuam por meio de recep¬ 
tores nucleares e alteram 0 nivel de expressao de genes es¬ 
pecificos (ver Figura 12-30). Tambem podem ter efeitos mais 
rapidos, mediados por receptores na membrana plasmatica. 

Hormonio vitamina D 0 calcitriol (lQ:,25-di-hidroxicalcitriol) 
e produzido nos rins e no figado (ver Figura 10-20a) a par¬ 
tir da vitamina D por hidroxilagao enzimatica. A vitamina D 
e obtida da dieta ou por fotolise do 7-desidrocolesterol na 
pele exposta a luz solar. 

7-Desidrocolesterol 

1 

Vitamina D 3 
(colecalciferol) 

1 

25-Hidroxicolecalciferol 


1 Q:,25-Di-hidroxicalcitriol 

I 

tragao deste ion no sangue e o equilibrio entre a deposigao 
de Ca^^ e a sua mobilizagao do osso. 0 calcitriol, agindo por 
meio de receptores nucleares, ativa a sintese de uma pro- 
teina intestinal ligadora de Ca^^ essencial para a captagao 
de Ca^^ da dieta. Ingestao inadequada de vitamina D e de- 
feitos na biossintese de calcitriol resultam em doengas gra¬ 
ves como o raquitismo, no qual os ossos sao fracos e malfor- 
mados (ver Figura 10-20b). ■ 


0 calcitriol atua juntamente com o hormonio parati- 
reoideo na homeostasia do Ca^^, regulando a concen- 
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Hormonios retinoides Os retinoides sao hormonios potentes 
que regulam o crescimento, a sobrevivencia e a diferencia- 
gao das celulas via receptores nucleares. 0 pro-hormonio 
retinol e sintetizado a partir do j 8 -caroteno, principalmente 
no figado (ver Figura 10-21), e muitos tecidos convertem o 
retinol no hormonio acido retinoico (AR). 

jS-Caroteno 

1 

Vitamina A^ 

(retinol) 

1 

Acido retinoico 

^ Todos os tecidos sao alvo dos retinoides, pois todos os 
. ^ J tipos celulares tern pelo menos uma forma de recep¬ 
tor retinoide nuclear. Nos adultos, os alvos mais significati- 
vos sao as corneas, a pele, o epitelio dos pulmoes e da tra- 
queia e o sistema imune, em todos os tecidos nos quais 
existe reposigao continua de celulas. 0 acido retinoico re- 
gula a sintese de proteinas essenciais para o crescimento on 
para a diferenciagao. Vitamina A em excesso (o precursor 
dos hormonios retinoides) pode causar defeitos de nascen- 
ga, e mulheres gravidas sao orientadas a nao usar os cremes 
com retinoides desenvolvidos para o tratamento de cases 
graves de acne. ■ 

Hormonios da tireoide Os hormonios da tireoide T 4 (tiro- 
xina) e Tg (tri-iodotironina) sao sintetizados a partir da 
protema precursora tireoglobulina 660.000). Ate 20 
residues de Tyr na protema sao iodinados enzimaticamen- 
te na glandula tireoide, e dois residues de iodotirosina sao 
entao condensados para formar o precursor da tiroxina. 
Quando necessario, a tiroxina e liberada por proteolise. A 
condensagao da monoiodotirosina com a di-iodotironina 
produz Tg, que tambem e um hormonio ativo liberado por 
proteolise. 

Tireoglobulina-Tyr 

1 

Tireoglobulina-Tyr-1 
(residuos deTyr iodinados) 

I proteolise 

Tiroxina (TJ, 
tri-iodotironina (T3) 

Os hormonios tireoideos agem por meio de receptores nu¬ 
cleares e estimulam o metabolismo energetico, especial- 
mente no figado e no musculo, aumentando a expressao de 
genes que codificam enzimas-chave catabolicas. 

Oxido nitrico (NO*) 0 oxido nitrico e um radical livre relati- 

vamente estavel, sintetizado a partir do oxigenio molecular 
e do nitrogenio guanidinico da arginina (ver Figura 22-33), 
em uma reagao catalisada pela NO-sintase. 

/\rginina+ l^NADPH -r 2()^, -^ 

NO* -s- citruUna + 2H2O + l^NADP-" 

Esta enzima e encontrada em muitos tecidos e tipos celula¬ 
res: neuronios, macrofagos, hepatocitos, miocitos do mus¬ 
culo liso, celulas endoteliais dos vasos sanguineos e celulas 


epiteliais do rim. 0 NO age proximo de seu local de libe- 
ragao, entrando na celula-alvo e ativando a enzima citoso- 
lica guanilato-ciclase, que catalisa a formagao do segundo 
mensageiro cGMP (ver Figura 12-20). Uma proteina-cinase 
dependente de cGMP controla os efeitos do NO pela fos- 
forilagao de proteinas-chave e pela consequente alteragao 
de suas atividades. A fosforilagao das proteinas contrateis 
da musculatura lisa que envolve os vasos sanguineos, por 
exemplo, relaxa o musculo, reduzindo a pressao sanguinea. 

A libera^ao de hormonios e regulada por uma hierarquia 
de sinais neuronals e hormonais 

Os niveis alterados de hormonios especificos regulam pro¬ 
cesses celulares especificos, mas o que regula o nivel de 
cada hormonio? A resposta simples e que o sistema ner- 
voso central recebe informagoes vindas de muitos senso- 
res externos e internes - por exemplo, sinais sobre perigo, 
feme, alimento ingerido, composigao e pressao sanguinea 
- e coordena a produgao de sinais hormonais adequados 
pelos tecidos endocrinos. Para uma resposta mais com- 
pleta, e precise considerar os sistemas produtores de hor¬ 
monios do corpo humane e algumas de suas inter-relagoes 
funcionais. 

A Figura 23-6 mostra a posigao anatomica das princi¬ 
pals glandulas endocrinas em humanos, e a Figura 23-7 
mostra a “cadeia de comando” na hierarquia da sinalizagao 



Tireoide 
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(atras da tireoide) 


Tecido adiposo 
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Pancreas 
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FIGURA 23-6 As principals glandulas endocrinas. As glandulas estao 
sombreadas em cor-de-rosa. 
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Origem 

neuroendocrina 
dos sinais 


Alvos primarios 


Sinai sensorial do ambiente 


Sistema > central 


Hormonios hipotalamicos 
(fatores de libera(;ao) 



FIGURA 23-7 Alguns dos principals hormdnios endocrinos e seus 
tecidos-alvo. Sinais oriundos do sistema nervoso central (parte superior) 
passam por uma serie de dispositivos de transmissao ate os tecidos-alvo fi¬ 
nals (parte inferior). Alem dos sistemas mostrados, o timo, a glandula pineal 
e grupos de celulas no trato gastrintestinal tambem secretam hormonios. As 
linhastracejadas representam conexoes neuronais. 



'Adeno-hipofise 

1 I \ N \ 


Corticotropina Tirotropina Hormonio Hormonio Somatotropina Prolactina 
(ACTH) 4,540 28.714 foliculo- luteinizante (hormonio M^25.876 



Odtocina Vasopressina Nivel de 

1.007 (hormonio glicoseno 

antidiuretico) sangue 


Musculo liso, 
glandulas 
nriamarias 



hormonal. 0 hipotalamo, pequena regiao do cerebro (Fi- 
gura 23-8), e o centro de coordenagao do sistema endo- 
crino; ele recede e Integra as mensagens do sistema nervo¬ 
so central. Em resposta a essas mensagens, o hipotalamo 
produz hormonios reguladores (fatores de liberagao) que 
passam diretamente para a glandula hipofise proxima a 
ele, por meio de vasos sanguineos especiais e neuronios 
que conectam as duas glandulas (Figura 23-8b). A glan¬ 
dula hipofise tern duas partes funcionalmente distintas. A 
neuro-hipofise contem os terminais axonais de muitos 
neuronios que se originam no hipotalamo. Esses neuronios 
produzem os pequenos hormonios peptidicos ocitocina e 
vasopressina (Figura 23-9), que se deslocam pelo axonio 
ate os terminais nervosos na hipofise, onde sao armazena- 
dos em granules secretores e aguardam o sinal para sua 
liberagao. 

A adeno-hipofise responde aos hormonios hipotala¬ 
micos transportados pelo sangue, produzindo hormdnios 
tropicos, ou tropinas (do grego, tropos = “voltar-se 
para”). Esses peptideos relativamente longos ativam a pro¬ 
xima classe de glandulas endocrinas (Figura 23-7), incluin- 
do o cortex suprarrenal, a glandula tireoide, os ovaries e 
os testiculos. Essas glandulas, por sua vez, secretam seus 
hormonios especificos, que sao transportados pela corren- 
te sanguinea para os tecidos-alvo. Por exemplo, o hormo¬ 
nio liberador de corticotropina secretado pelo hipotalamo 
estimula a adeno-hipofise a liberar ACTH, que viaja pelo 
sangue para a zona fasciculada do cortex suprarrenal e 
desencadeia a liberagao de cortisol. Este, que e o ultimo 
hormonio nessa cascata, age por meio de seu receptor em 
muitos tipos de celulas-alvo e altera o metabolismo celular. 


Nos hepatocitos, um dos efeitos do cortisol e o aumento da 
taxa de gliconeogenese. 

As cascatas hormonais como aquelas responsaveis pela 
liberagao de cortisol e adrenalina resultam em grande am- 
plificagao do sinal inicial e permitem um requintado ajuste 
fino do sinal do hormonio final (Figura 23-10). Em cada 
nivel na cascata, um sinal pequeno provoca uma resposta 
maior. Por exemplo, o sinal eletrico inicial para o hipotala¬ 
mo resulta na liberagao de poucos nanogramas de hormo¬ 
nio liberador de corticotropina, o qual provoca a liberagao 
de uns poucos microgramas de corticotropina. A cortico¬ 
tropina atua sobre o cortex suprarrenal, causando a libera¬ 
gao de miligramas de cortisol, uma amplificagao total de 
pelo menos um milhao de vezes. 

Em cada nivel da cascata hormonal, e possivel uma re- 
troalimentagao negativa das etapas previas; um nivel des- 
necessariamente elevado do ultimo hormonio ou de um in- 
termediario inibe a liberagao dos hormonios anteriores na 
cascata. Esses mecanismos de retroalimentagao cumprem 
a mesma finalidade daqueles que limitam o produto de uma 
via biossintetica (compare a Figura 23-10 com a Figura 22- 
37): um produto e sintetizado (ou liberado) somente ate 
que seja alcangada a concentragao necessaria. 

RESUMO 23.1 Hormonios: estruturas diferentes para 
fungdes diferentes 

► Os hormonios sao mensageiros quimicos secretados por 
determinados tecidos para o sangue ou para o fluido 
intersticial, servindo para regular a atividade de outras 
celulas ou tecidos. 
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(a) 


FIGURA 23-8 Origem neuroendocrina dos sinais hormonais. (a) 

Localizagao do hipotalamo e da glandula hipofise. (b) Detalhes do sistema 
hipotalamo-hipofise. Os sinais dos neuronios aferentes estimulam o hipotala¬ 
mo a secretar fatores de liberapao para urn vaso sanguineo que transporta os 
hormonios diretamente para uma rede de capilares na adeno-hipofise. Em 

► Radioimunoensaio e Elisa sao duas tecnicas muito sen- 
siveis para a detecgao e a quantificagao de hormonios. 

► Hormonios peptidicos, catecolaminas e eicosanoides se 
ligam a receptores especificos na membrana plasmatica 
de celulas-alvo, alterando o nivel de um segundo mensa- 
geiro intracelular, sem entrarem na celula. 
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Veias que transportam hormonios 
para o sangue sistemico 

(b) 

resposta a cada fator de liberapao hipotalamico, a adeno-hipofise libera na 
circulapao geral o hormonio apropriado. Os hormonios da neuro-hipofise sao 
sintetizados em neuronios que se originam no hipotalamo, transportados ao 
longo dos axonios para os terminals nervosos na neuro-hipofise e all armaze- 
nados ate serem liberados no sangue em resposta a um sinal neuronal. 

► Os hormonios esteroides, a vitamina D, os retinoides e 
os hormonios tireoideos entram nas celulas-alvo e al¬ 
teram a expressao genica, interagindo com receptores 
nucleares especificos. 

► Alguns hormonios sao sintetizados como pro-hormonios 
e ativados por clivagem enzimatica. Em alguns casos, 
como no da insulina, um unico hormonio e produzido 
por clivagem proteolitica; em outros, como na POMC, 
sao produzidos varios hormonios por clivagem de um 
unico pro-hormonio. 

► Os hormonios sao regulados por uma hierarquia de in- 
teragoes entre o cerebro e as glandulas endocrinas: os 
impulsos nervosos estimulam o hipotalamo a enviar 
hormonios especificos para a glandula hipofise, estimu- 
lando (ou inibindo) a liberagao de hormonios tropicos. 
Os hormonios da adeno-hipofise, por sua vez, estimu- 

FIGURA 23-9 Dois hormonios da glandula neuro-hipofise. 0 residue 
carboxiterminal de ambos os peptideos e a glicinamida, —NH—CH 2 —CONH 2 
(conforme observado na Figura 23-2, a amidaqao da extremidade carboxil e 
comum em hormonios peptidicos pequenos). Estes dois hormonios, que di- 
ferem somente em dois residues (sombreados em cor salmao), tern efeitos 
biologicos muito diferentes. A ocitocina age na musculatura lisa do utero e 
das glandulas mamarias, causando contraqao uterina durante o trabalho de 
parto e promovendo a liberagao do leite durante a lactagao. A vasopressina 
(tambem chamada de hormonio antidiuretico) aumenta a reabsorgao de 
agua pelos rins e promove a constrigao dos vases sanguineos, aumentando 
a pressao sanguinea. 
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nas plasmaticas para produzir sinais eletricos. 0 figado tern 
um papel central de processamento e distribuigao no me- 
tabolismo e abastece todos os outros orgaos e tecidos com 
a mistura apropriada de nutrientes via corrente sangmnea. 
A posigao central da fungao hepatica e indicada pela refe¬ 
renda comum que se faz a todos os outros tecidos e orgaos 
como “extra-hepaticos”. Por essa razao, a presente discus- 
sao comega sobre a divisao do trabalho metabolico levando 
em conta as transformagoes de carboidratos, aminoacidos 
e gorduras no figado dos mamiferos. Em seguida, e feita 
uma breve descrigao das principais fungoes metabolicas do 
tecido adiposo, do musculo, do cerebro e do meio que os 
interconecta: o sangue. 
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FIGURA 23-10 Cascata de libera^ao de hormdnios em consequencia 
da estimula^ao do hipotalamo pelo sistema nervoso central. As setas 
pretas solidas indicam a apao dos hormdnios sobre os tecidos-alvo. Em cada 
tecido endocrino ao longo da via, e recebido um estimulo a partir do nivel 
superior, o qual e amplificado e transduzido na liberapao do hormonio se- 
guinte na cascata. A cascata e sensivel a regulapao em varies niveis por meio 
de retroalimentapao negative (setas finas e tracejadas) pelo ultimo hormonio 
(neste caso, cortisol). Desta forma, o produto regula sua propria produpao, 
como na retroalimentapao negative das vies biossinteticas em uma celula 
individual. 


lam outras glandulas endocrinas (tireoide, suprarrenais, 
pancreas) a secretar sens hormdnios caracteristicos, 
que, por sua vez, estimulam tecidos-alvo especificos. 

► As cascatas hormonais, nas quais catalisadores ativam 
catalisadores, amplificam o estimulo inicial em varias or- 
dens de grandeza, frequentemente em um tempo muito 
curto (segundos). 


23.2 Metabolismo espedfico para cada tecido: a 
divisao de trabalho 

Cada tecido do corpo humano tern uma fungao especializa- 
da, que se reflete na sua anatomia e atividade metabolica 
(Figura 23-11). 0 musculo esqueletico permite o movi- 
mento direcionado; o tecido adiposo armazena e distribui 
energia na forma de gordura, a qual serve como combus- 
tivel para todo o corpo bem como isolamento termico; no 
cerebro, as celulas bombeiam ions atraves de suas membra- 


0 figado processa e distribui os nutrientes 

Durante a digestao nos mamiferos, as tres classes principais 
de nutrientes (carboidratos, proteinas e gorduras) sofrem 
hidrolise enzimatica em seus constituintes mais simples. 
Essa degradagao e necessaria porque as celulas epiteliais 
que revestem o lumen intestinal absorvem somente mole- 
culas relativamente pequenas. Muitos dos acidos graxos e 
dos monoacilglicerois liberados pela digestao das gorduras 
no intestino sao reunidos na forma de triacilglicerois (TAG) 
dentro dessas celulas epiteliais. 

Apos serem absorvidos, muitos agucares e aminoacidos, 
assim como alguns TAG reconstituidos, passam das celulas 
do epitelio intestinal para os capilares sanguineos, sendo 
transportados para o figado pela corrente sanguinea; os 
TAG restantes vao para o tecido adiposo via sistema linfati- 
co. A veia porta (Figura 23-11) e uma via direta dos orgaos 
digestivos para o figado, e, por isso, esse orgao e o primeiro 
a ter acesso aos nutrientes ingeridos. 0 figado tern dois ti- 
pos celulares principais. As celulas de Kupffer sao fagoci- 
tos, importantes na fungao imunologica. Os hepatocitos, 
de maior interesse neste capitulo, transformam os nutrien¬ 
tes da dieta em combustiveis e precursores necessaries 
para outros tecidos, e os exportam pelo sangue. 0 tipo e a 
quantidade de nutrientes fornecidos para o figado variam 
com diversos fatores, incluindo a dieta e o intervale entre as 
refeigoes. A demanda dos tecidos extra-hepaticos por com¬ 
bustiveis e precursores varia entre os orgaos e com o nivel 
de atividade e o estado nutricional geral do individuo. 

Para satisfazer essas condigoes variaveis, o figado tern 
uma notavel flexibilidade metabolica. Por exemplo, quando 
a dieta e rica em proteina, os hepatocitos se abastecem com 
altos niveis de enzimas para o catabolismo dos aminoacidos 
e a gliconeogenese. Algumas horas apos uma mudanga para 
uma dieta rica em carboidratos, os niveis dessas enzimas 
comegam a diminuir, e os hepatocitos aumentam a sintese 
de enzimas essenciais para o metabolismo de carboidratos e 
para a sintese de gorduras. As enzimas hepaticas apresentam 
uma taxa de renovagao (sao sintetizadas e degradadas) de 5 
a 10 vezes maior que a da renovagao de enzimas de outros te¬ 
cidos, como 0 musculo. Os tecidos extra-hepaticos tambem 
podem ajustar seu metabolismo para condigoes predominan- 
tes, mas nenhum e tao adaptavel quanto o figado e nenhum 
e tao fundamental para o metabolismo total do organismo. A 
seguir e apresentada uma visao geral dos destinos possiveis 
para agucares, aminoacidos e lipideos que entram no figado 
a partir da corrente sanguinea. Para ajuda-lo a recordar as 
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FIGURA 23-11 Fun0es metabolicas especializadas dos tecidos dos mamiferos. 


transformagoes metabolicas discutidas aqui, a Tabela 23-2 
mostra as principais vias e processos e indica, pelo numero 
da figura, onde cada via esta apresentada em detalhes. Aqui, 
sao fornecidos resumos das vias, indicando as vias numera- 
das e as reagoes nas Figuras 23-12 a 23-14. 

A^ucares 0 transportador de glicose dos hepatocitos 
CGLUT2) permite difusao passiva e rapida da glicose de 
forma que a concentragao deste agucar em um hepatoci- 
to e essencialmente a mesma daquela no sangue. A glico¬ 
se que entra nos hepatocitos e fosforilada pela hexocinase 
IV Cglicocinase) para gerar glicose-6-fosfato. A glicocinase 
tern um para a glicose muito mais alto (10 mM), quando 
comparado com o das isoenzimas hexocinases em outras 
celulas (p. 603), e, ao contrario dessas isoenzimas, nao e 
inibida por seu produto, a glicose-6-fosfato. A presenga da 
glicocinase permite aos hepatocitos continuar fosforilando 
a glicose quando sua concentragao se eleva muito acima 
dos niveis que sobrecarregariam outras hexocinases. 0 alto 
para a glicocinase tambem garante que a fosforilagao da 
glicose nos hepatocitos seja minima quando a concentra¬ 
gao do agucar e baixa, prevenindo seu consume via glicolise 
pelo figado, como combustivel. Isso poupa glicose para ou¬ 


tros tecidos. A frutose, a galactose e a manose, todas ab- 
sorvidas a partir do intestino delgado, tambem sao conver- 
tidas em glicose-6-fosfato pelas vias enzimaticas descritas 
no Capitulo 14. A glicose-6-fosfato esta no cruzamento do 
metabolismo dos carboidratos no figado. Ela pode entrar 
em qualquer de varias vias metabolicas importantes (Figu¬ 
ra 23-12), dependendo das necessidades metabolicas do 
organismo. Pela agao de varias enzimas reguladas alosteri- 
camente, e por meio de regulagao hormonal da sintese e da 
atividade de enzimas, o figado direciona o fluxo de glicose 
para uma ou mais dessas vias. 

O A glicose-6-fosfato e desfosforilada pela glicose-6-fos- 
fatase para gerar glicose livre (ver Figura 15-30), exportada 
para repor a glicose sangumea. A exportagao e a via pre- 
dominante quando o estoque de glicose-6-fosfato e limita- 
do, porque a concentragao da glicose no sangue deve ser 
mantida suficientemente alta (4 mM) para fornecer energia 
adequada para o cerebro e outros tecidos. @ A glicose-6- 
-fosfato nao imediatamente necessaria para manter a glice- 
mia e convertida em glicogenio hepatico ou direcionada para 
um de varies outros destines. Seguindo a glicolise e a reagao 
da piruvato-desidrogenase, @ a acetil-CoA formada pode ser 
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FIGURA 23-12 Vias metabolicas para a glicose-6-fosfato no figado. 

Nas Figuras 23-13, 23-14 e nesta, as vias anabolicas sao representadas na as- 
cendente, as vias catabolicas na descendente, e a distribuipao para outros 
orgaos na horizontal. Os processos numerados em cada figura estao descri- 
tos no texto. 

oxidada para a produgao de ATP no ciclo do acido citrico, 
com a transferencia de eletrons e a fosforilagao oxidativa de- 
correntes gerando ATP. (Normalmente, contudo, os acidos 
graxos sao o combustivel preferido para a produgao de ATP 
nos hepatocitos.) O A acetil-CoA tambem pode servir como 
precursora dos acidos graxos, que sao incorporados em TAG 
e fosfolipideos, e do colesterol. Grande quantidade dos li- 
pideos sintetizados no figado e transportada pelas lipopro- 
teinas sangumeas para outros tecidos. ® A glicose-6-fosfato 
pode, alternativamente, entrar na via das pentoses-fosfato, 
gerando poder redutor (NADPH) necessario para a biossin- 
tese de acidos graxos e colesterol, e D-ribose-5-fosfato, pre¬ 
cursor para a sintese de nucleotideos. 0 NADPH tambem e 
um cofator essencial na destoxificagao e eliminagao de mui- 
tos farmacos e outros xenobioticos metabolizados no figado. 

Aminoacidos Os aminoacidos que chegam ao figado seguem 
varias vias metabolicas importantes (Figura 23-13). O Sao 
precursores para a sintese proteica, processo discutido no 
Capitulo 27. 0 figado repoe constantemente suas proteinas, 
que tern uma taxa de renovagao relativamente alta (meia- 
-vida media de boras a dias), sendo tambem o local de bios- 
sintese da maioria das proteinas plasmaticas. © Alternativa¬ 
mente, os aminoacidos passam via corrente sanguinea para 
outros orgaos, onde sao usados na sintese das proteinas 
teciduais. @ Outros aminoacidos sao precursores na bios- 
sintese de nucleotideos, hormonios e outros compostos ni- 
trogenados no figado e em outros tecidos. 


Proteinas 

teciduais 


Glicogenio - f - 

no musculo Proteinas Aminoacidos 



FIGURA 23-13 Metabolismo dos aminoacidos no figado. 

© Os aminoacidos nao utilizados como precursores 
biossinteticos sao transaminados on desaminados e degra- 
dados para gerar piruvato e intermediarios do ciclo do acido 
citrico, com varios destinos; ® a amonia liberada e conver- 
tida em ureia, um produto de excregao. ® 0 piruvato pode 
ser convertido em glicose e glicogenio pela gliconeogenese, 
on 0 pode ser convertido em acetil-CoA, que tern varios 
destinos possiveis: © oxidagao via ciclo do acido citrico e 
0 fosforilagao oxidativa para produzir ATP, on 0 conversao 
em lipideos para armazenamento. © Os intermediarios do 
ciclo do acido citrico podem ser desviados para a sintese de 
glicose pela gliconeogenese. 

0 figado tambem metaboliza os aminoacidos que pro- 
vem intermitentemente de outros tecidos. 0 sangue e su- 
prido adequadamente com glicose logo apos a digestao e a 
absorgao dos carboidratos da dieta on, entre as refeigoes, 
pela conversao do glicogenio hepatico em glicose sangui¬ 
nea. Durante o intervalo entre as refeigoes, especialmente 
se for prolongado, algumas proteinas musculares sao degra- 
dadas em aminoacidos, que doam sens grupos amino (por 
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TABELA23-2 


Vias do metabolismo de carboidratos, aminoacidos e gorduras ilustradas nos capitulos anteriores 


Via 

Ciclo do dcido citrico: acetil-CoA-> 200^ 

Fosforilagdo oxidativa: sintese de ATP 

Catabolismo de carboidratos 

Glicogenolise: glicogenio-glicose-l-fosfato-glicose sangumea 

Entrada de hexoses na glicolise: frutose, manose, galactose-> glicose-6-fosfato 

Glicolise: glicose ^ piruvato 

Reagdo da piruvato-desidrogenase: piruvato ^ acetil-CoA 
Fermentagdo Idctica: glicose-> lactato + 2ATP 

Via das pentoses-fosfato: glicose-6-fosfato-> pentoses-fosfato + NADPH 

Anabolismo de carboidratos 

Gliconeogenese: intermediarios do ciclo do acido citrico-> glicose 

Ciclo da glicose-alanina: glicose-> piruvato-alanina-> glicose 

Sintese de glicogenio: glicose-6-fosfato-glicose-l-fosfato-glicogenio 

Metabolismo de aminoacidos e nucleotideos 

Degradagdo de aminodcidos: aminoacidos-> acetil-CoA, intermediarios do ciclo do acido citrico 

Sintese de aminodcidos 

Ciclo da ureia: NHg -> ureia 

Ciclo da glicose-alanina: alanina ^ glicose 

Sintese de nucleotideos: aminoacidos-> purinas, pirimidinas 

Sintese de hormonios e neurotransmissores 
Catabolismo de gorduras 

p-Oxidagdo de dcidos graxos: acido graxo-> acetil-CoA 

Oxidagdo de corpos cetonicos: j8-hidroxibutirato-> acetil-CoA-> COg via ciclo do acido citrico 

Anabolismo de gorduras 

Sintese de dcidos graxos: acetil-CoA-acidos graxos 

Sintese de triacilglicerol: acetil-CoA-> acidos graxos-> triacilglicerol 

Formagdo de corpos cetonicos: acetil-CoA-acetoacetato, j8-hidroxibutirato 

Sintese de colesterol e esteres de colesteril: acetil-CoA-> colesterol-> esteres de colesteril 

Sintese defosfolipideos: acidos graxos-> fosfolipideos 


Figura de referenda 

16-7 

19-19 


15- 27; 15-28 
14-11 

14-2 

16- 2 
14-4 
14-22 

14- 17 
18-9 

15- 32 

18-15 

22-11 

18-10 

18-9 

22-35; 22-38 
22-31 

17-8 

17-20 

21-6 

21-18; 21-19 
17-19 

21-33 a 21-37 
21-17; 21-23 a 21-28 


transaminagao) para o piruvato, o produto da glicolise, for- 
mando alanina, que © e transportada para o figado e desa- 
minada. Os hepatocitos convertem o piruvato resultante em 
glicose sanguinea (via gliconeogenese ®), e a amonia em 
ureia para excregao ©. Uma vantagem deste ciclo glicose- 
-alanina (ver Figura 18-9) e amenizar flutuagoes nos niveis 
de glicose sanguinea nos intervalos entre as refeigoes. 0 de¬ 
ficit de aminoacidos imposto aos musculos e suprido apos a 
proxima refeigao pelos aminoacidos da dieta. 

Lipideos Os acidos graxos componentes dos lipideos que 
chegam aos hepatocitos tambem tern varios destinos (Figu¬ 
ra 23-14). O Alguns sao convertidos em lipideos hepaticos. 
©Na maior parte das vezes, os acidos graxos sao o principal 
combustivel oxidativo no figado. Acidos graxos livres podem 
ser ativados e oxidados para gerar acetil-CoA e NADH. © 


A acetil-CoA e posteriormente oxidada no ciclo do acido 
citrico, e O as oxidagoes no ciclo promovem a sintese de 
ATP por fosforilagao oxidativa. ® 0 excesso de acetil-CoA, 
nao requerido pelo figado, e convertido em acetoacetato 
e j8-hidroxibutirato; esses corpos cetonicos circulam pelo 
sangue para outros tecidos, para serem usados como com¬ 
bustivel para o ciclo do acido citrico. Os corpos cetonicos, 
ao contrario dos acidos graxos, podem atravessar a barreira 
sangue-cerebro, fornecendo ao cerebro uma fonte de acetil- 
-CoA para oxidagao geradora de energia. Os corpos ceto¬ 
nicos podem suprir uma fragao significativa da energia em 
alguns tecidos extra-hepaticos - ate um tergo no coragao, e 
em torno de 60 a 70% no cerebro durante jejum prolongado. 
@ Uma parte da acetil-CoA derivada dos acidos graxos (e 
da glicose) e usada na biossintese de colesterol, que e ne- 
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FIGURA 23-14 Metabolismo dos acidos graxos no figado. 


cessmo para sintese de membranas. 0 colesterol tambem 
e o precursor de todos os hormonios esteroides e dos sais 
biliares, essenciais para a digestao e a absorgao de lipideos. 

Os outros dois destines metabolicos dos lipideos envol- 
vem mecanismos especializados para o transporte de lipi¬ 
deos insoluveis pelo sangue. © Os acidos graxos sao conver- 
tidos em fosfolipideos e TAG de lipoproteinas plasmaticas, 
que transportam os lipideos para o tecido adipose para se- 
rem armazenados. O Alguns acidos graxos livres sao ligados 
a albumina serica e transportados para o coragao e para os 
musculos esqueleticos, que os captam e oxidam como um 
importante combustivel. A albumina e a proteina plasmati- 
ca mais abundante; uma molecula pode transportar ate 10 
moleculas de acidos graxos livres. 

0 figado funciona, assim, como o centre de distribuigao 
do organismo, exportando nutrientes nas proporgoes corre- 
tas para outros orgaos, reduzindo as flutuagoes no metabolis¬ 
mo causadas pela ingestao intermitente de alimento e proces- 
sando o excesso de grupos amino em ureia e outros produtos 
para serem eliminados pelos rins. Determinados nutrientes 
sao armazenados no figado, entre eles ions ferro e vitamina 
A. 0 figado tambem destoxifica compostos organicos estra- 
nhos, como farmacos, aditivos e conservantes alimentares, e 
outros agentes potencialmente perigosos e sem valor nutri- 
cional. Muitas vezes, a destoxificagao envolve a hidroxilagao 
dependente do citocromo P-450 de compostos organicos re- 
lativamente insoluveis, tornando-os soluveis o suficiente para 
posterior degradagao e excregao (ver Quadro 21-1). 

0 tecido adiposo armazena e prove acidos graxos 

Existem dois tipos distintos de tecido adiposo, o branco e o 
marrom (Figura 23-15), os quais apresentam fungoes bas- 



FIGURA 23-15 Adipocitos de tecido adiposo branco e marrom. Visao 
esquematica de adipocitos de camundongo de (a) tecido adiposo branco 
(TAB) e (b) tecido adiposo marrom (TAM). Os adipocitos brancos sao maio- 
res e tern uma unica gota lipidica enorme, que comprime as mitocondrias e 
o nucleo contra a membrana plasmatica. Nos adipocitos marrons, as mito¬ 
condrias sao muito mais proeminentes, o nucleo esta proximo ao centro da 
celula, e estao presentes multiplas goticulas lipidicas. Na parte inferior, estao 
mostradas as micrografias eletronicas de varredura dos adipocitos em (c)TAB 
e(d) TAM. No tecido adiposo, os capilares e as fibras de colageno formam 
uma rede de suporte ao redor dos adipocitos esfericos. 


tante diferentes. Primeiro sera estudado o mais abundante 
dos dois. 0 tecido adiposo branco (TAB) e amorfo e am- 
plamente distribuido pelo corpo: sob a pele, ao redor dos 
vasos sanguineos mais profundos e na cavidade abdominal. 
Os adipocitos do TAB sao celulas grandes (30 a 70 jam 
de diametro), esfericas, totalmente preenchidas com uma 
unica e grande gota lipidica de triacilglicerois, a qual cons- 
titui 65% da massa celular e comprime as mitocondrias e o 
nucleo em uma fina camada contra a membrana plasmatica 
(Figura 23-15a, c). Em humanos, o TAB compoe cerca de 
15% da massa de um adulto jovem saudavel. Os adipocitos 
sao metabolicamente muito ativos, respondendo rapida- 
mente a estimulos hormonais em uma interagao metabolica 
com o figado, o musculo esqueletico e o coragao. 

Como outros tipos celulares, os adipocitos tern um me¬ 
tabolismo glicolitico ativo, oxidam piruvato e acidos graxos 
pelo ciclo do acido citrico e realizam fosforilagao oxidativa. 
Durante periodos de captagao elevada de carboidratos, o te¬ 
cido adiposo pode converter a glicose (via piruvato e acetil- 
-CoA) em acidos graxos e converter esses ultimos em TAG 
armazenados em grandes globules de gordura - embora a 
maior parte da sintese de acidos graxos em humanos ocorra 
nos hepatocitos. Os adipocitos armazenam os TAG que vem 
do figado (transportados no sangue como VLDL; ver Figura 
21-40) e do trato intestinal (transportados em quilomicra), 
particularmente apos uma refeigao rica em gordura. 
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Quando aumenta a demanda por combustivel (por 
exemplo, entre as refeigoes), as lipases dos adipocitos hi- 
drolisam os triacilglicerois armazenados, liberando acidos 
graxos livres, que podem se deslocar pela corrente sangui- 
nea para o musculo esqueletico e o coragao. A liberagao dos 
acidos graxos dos adipocitos e aumentada pela adrenalina, 
que estimula a fosforilagao dependente de cAMP da perili- 
pina e, assim, da as lipases especificas para tri-, di-, e mo- 
noglicerideos acesso aos triacilglicerois na gota lipidica (ver 
Figura 17-3). A lipase sensivel a hormonio tambem e esti- 
mulada por fosforilagao, mas esta nao e a principal causa 
do aumento da lipolise. A insulina contrabalanga o efeito da 
adrenalina, reduzindo a atividade da lipase. 

A degradagao e a sintese de triacilglicerois no tecido 
adiposo constituem um ciclo de substrate; ate 70% dos aci¬ 
dos graxos liberados pelas tres lipases sao reesterificados 
nos adipocitos, produzindo novamente os triacilglicerois. 
Recorde do Capitulo 15 que tais ciclos de substrate per- 
mitem uma regulagao fina da velocidade e da diregao do 
fluxo dos intermediaries em uma via bidirecional. No teci¬ 
do adiposo, o glicerol liberado pelas lipases dos adipocitos 
nao pode ser reutilizado na sintese de triacilglicerois, por- 
que os adipocitos nao tern a glicerol-cinase. Em vez disso, o 
glicerol-fosfato necessario para a sintese de TAG e obtido a 
partir do piruvato por gliceroneogenese, envolvendo a PEP- 
-carboxicinase citosolica (ver Figura 21-22). 

Alem de sua fungao central como deposito de combusti¬ 
vel, o tecido adiposo tern um importante papel como orgao 
endocrine, produzindo e liberando hormonios que sinalizam 
o estado das reservas de energia e coordenam o metabo- 
lismo das gorduras e dos carboidratos em todo o corpo. 
Adiante essa fungao sera abordada, na parte sobre a regula¬ 
gao hormonal da massa corporal. 

0 tecido adiposo marrom e termogenico 

Nos vertebrados pequenos e nos animals hibernantes, uma 
proporgao significativa do tecido adiposo e formada pelo 
tecido adiposo marrom (TAM) , distinguido do TAB por 
seus adipocitos menores (20 a 40 jirm de diametro) com for¬ 
mate diferente (poligonais, em vez de redondos) (Figura 
23-15b, d). Como os adipocitos brancos, os marrons arma- 
zenam triacilglicerois, mas em varias goticulas de lipideo 
menores por celula em vez de uma unica gota central. As 
celulas do TAM tern mais mitocondrias e um suprimento 
mais rico de capilares e de inervagao do que as celulas do 
TAB, e sua caracteristica cor marrom e conferida pelos cito- 
cromos das mitocondrias e pela hemoglobina nos capilares. 
Uma caracteristica singular dos adipocitos marrons e a alta 
expressao do gene UCPl, que codifica a termogenina, a 
proteina desacopladora mitocondrial (ver Figura 19-36). A 
atividade dessa proteina e responsavel por uma das princi¬ 
pals fungoes do TAM: a termogenese. 

Nos adipocitos marrons, os acidos graxos armazenados 
nas goticulas de gordura sao liberados, entram nas mitocon¬ 
drias e sofrem conversao completa em COg pela j8-oxidagao 
e pelo ciclo do acido citrico. 0 FADHg e o NADH reduzidos 
gerados passam seus eletrons pela cadeia respiratoria para 
o oxigenio molecular. No TAB, os protons bombeados para 
fora da mitocondria durante a transferencia de eletrons 
reentram na matriz por meio da ATP-sintase, e a energia 


dessa transferencia e conservada na sintese de ATR No 
TAM, a termogenina proporciona uma via alternativa para 
a entrada dos protons na matriz, que ignora a ATP-sintase; 
a energia do gradiente de protons e assim dissipada na for¬ 
ma de calor, que mantem o corpo (especialmente o sistema 
nervoso e as visceras) na sua temperatura otima quando a 
temperatura ambiente estiver relativamente baixa. 

No feto humano, a diferenciagao dos fibroblast os “pre-adi¬ 
pocitos” em TAM comega na vigesima semana da gestagao, e 
0 TAM representa, no nascimento, de 1 a 5% da massa corpo¬ 
ral total. Os depositos de gordura marrom estao localizados 
onde 0 calor gerado pela termogenese garante que os tecidos 
vitais - vasos sanguineos para a cabega, principals vasos san- 
guineos abdominals, e as visceras, incluindo o pancreas, as 
glandulas suprarrenais e os rins - nao tenham sua temperatu¬ 
ra reduzida quando o recem-nascido entra em um mundo de 
temperatura ambiente mais baixa (Figura 23-16). 

Apos o nascimento, o TAB comega a se desenvolver e 
o TAM comega a desaparecer. Os humanos adultos jovens 
tern depositos muito diminuidos de TAM, de 3% de todo o 
tecido adiposo nos machos a 7% nas femeas, perfazendo 
menos de 0,1% da massa corporal. No entanto, os adultos 
aparentemente tern TAM que pode ser ativada por exposi- 
gao ao frio e inibida pelo aumento da temperatura corpo¬ 
ral (Figura 23-16b). Os adipocitos do TAM produzem calor 
pela oxidagao de seus proprios acidos graxos, mas eles cap- 
tam e oxidam tanto acidos graxos como glicose do sangue 
em taxas fora de proporgao de suas massas. Na verdade, a 
detecgao de TAM por tomografia de varredura por emissao 
de positrons (PET scan) depende da taxa relativamente 
alta de captagao e metabolismo da glicose (Figura 23-16b). 
Humanos com feocromocitoma (tumores da glandula su- 
prarrenal) produzem adrenalina e noradrenalina em exces- 
so, e um dos efeitos e a diferenciagao dos pre-adipocitos 
em regioes discretas de TAM, localizadas aproximadamente 
nos mesmos locals dos recem-nascidos. 0 fator de transcri- 
gao nuclear PPARy (descrito mais adiante neste capitulo) 
tern um papel central na adaptagao ao calor ou ao frio do 
ambiente, e na diferenciagao normal do TAB e do TAM. 

Os musculos usam ATP para trabalho mecanico 

0 metabolismo das celulas da musculatura esqueletica - 
miocitos - e especializado na geragao de ATP como fonte 
imediata de energia para a contragao. Alem disso, o musculo 
esqueletico esta adaptado para realizar trabalho mecanico 
de forma intermitente, de acordo com a demanda. As vezes, 
o musculo esqueletico precisa trabalhar na sua capacidade 
maxima por um tempo curto, como em corridas de 100 me¬ 
tros; outras vezes, e necessario um esforgo mais longo, como 
em maratonas ou trabalhos fisicos mais prolongados. 

Existem duas classes gerais de tecido muscular, que di- 
ferem no papel fisiologico e na utilizagao de combustivel. 0 
musculo de contragao lenta, tambem chamado de mus¬ 
culo vermelho, proporciona tensao relativamente baixa, 
mas e altamente resistente a fadiga. Ele produz ATP pelo 
processo de fosforilagao oxidativa, relativamente lento, mas 
estavel. 0 musculo vermelho e muito rico em mitocondrias 
e e irrigado por redes muito densas de vasos sanguineos, 
que fornecem o oxigenio essencial para a produgao de ATP 
0 musculo de contragao rapida, ou musculo branco, tern 
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(b) 

FIGURA 23-16 Tecido adiposo marrom em crian^as e adultos. (a) Os 

bebes humanos, ao nascer, tern a gordura marrom distribuida conforme 
mostrado nesta figura, para proteger a coluna vertebral, os vasos sanguineos 
principals e os orgaos internos. (b) PET scan de uma mulher de 45 anos inje- 
tada com ^^F-desoxiglicose (para detectar tecidos que metabolizam glicose 
rapidamente; ver Figura 23-23) revela tumores no pulmao esquerdo e nos 
nodos linfaticos, na glandula suprarrenal direita e em uma vertebra lombar 


(esquerda). 0 coraqao e a bexiga tambem foram intensamente marcados 
conforme esperado, mas, alem disso, havia uma surpreendente atividade 
metabolica nas regioes que normalmente tern gordura marrom nos bebes. 
Quando a mesma paciente foi aquecida por 48 boras antes da PET scan (di¬ 
reita), estas areas de gordura marrom nao se mostraram ativas, indicando 
que este adulto tern depositos de gordura marrom, metabolicamente ativos 
somente quando a temperatura corporal esta relativamente baixa. 


menos mitocondrias e um suprimento menor de vasos san- 
gmneos do que o musculo vermelho, mas pode desenvolver 
grande tensao e o faz mais rapidamente. 0 musculo branco 
entra em fadiga com mais rapidez porque, quando em ativi¬ 
dade, usa ATP mais rapidamente do que pode repor. A pro- 
porgao individual entre musculo branco e vermelho apre- 
senta um componente genetico, e a resistencia do musculo 
de contragao rapida pode ser aumentada com treinamento. 

0 musculo esqueletico poder usar acidos graxos livres, 
corpos cetonicos on glicose como combustiveis, depen- 
dendo do gran de atividade muscular (Figura 23-17). No 
musculo em repouso, os principals combustiveis sao acidos 
graxos livres do tecido adiposo e corpos cetonicos do figa- 
do. Sao oxidados e degradados para produzir acetil-CoA, 
que entra no ciclo do acido citrico para ser oxidada a COg. 
A resultante transferencia de eletrons para o Og fornece a 
energia para a sintese de ATP por fosforilagao oxidativa. Os 
musculos moderadamente ativos usam a glicose sanguinea, 
alem dos acidos graxos livres e dos corpos cetonicos. A gli¬ 
cose e fosforilada, sendo entao degradada pela glicolise a 


Explosao de atividade intense 



ADP + Pj (A^ 


Contragao 

muscular 

FIGURA 23-17 Fontes de energia para a contra^ao muscular. Diferen- 
tes combustiveis sao usados para a sintese de ATP durante periodos de ati¬ 
vidade intense e durante atividade leve ou repouso. A fosfocreatina fornece 
ATP rapidamente. 
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QUADRO 23-2 Creatina e creatina-cinase: inestimaveis auxiliares do diagnostico e amigas dosfisiculturistas 


Nos tecidos animais com demanda por ATP alta e flutu- 
ante, principalmente o musculo esqueletico, o musculo 
cardiaco e o cerebro, existem varias isozimas de creati¬ 
na-cinase. Uma isozima citoplasmatica esta presente em 
regioes de alto uso de ATP (por exemplo, miofibrilas e 
reticulo sarcoplasmatico). Pela conversao do ADP pro- 
duzido durante periodos de alto uso de ATP de volta a 
ATP, essa isozima previne o acumulo de ADP em concen- 
tragoes que poderiam inibir, pela agao das massas, as en- 
zimas que utilizam ATP Outra isozima da creatina-cinase 
esta localizada em regioes de contato entre as membra- 
nas interna e externa da mitocondria. Essa isozima mito- 
condrial (CKm) provavelmente serve para enviar equiva- 
lentes de ATP produzidos na mitocondria para os sitios 
citoplasmaticos de utilizagao do ATP (Figura Q-1). A 
substancia que se difunde da mitocondria para as ativida- 
des que consomem ATP no citosol e o fosfato de creatina, 
nao o ATP A isozima CKm colocaliza com o transporta- 
dor de nucleotideos de adenina (na membrana mitocon- 
drial interna) e com porina (na membrana mitocondrial 
externa), o que sugere que esses tres componentes pos- 
sam funcionar juntos no transporte para o citosol do ATP 
formado na mitocondria. 

Em camundongos nocaute sem a isozima mitocon¬ 
drial, os miocitos compensam pela produgao de mais mi- 
tocondrias, intimamente associadas com as miofibrilas e 
o reticulo sarcoplasmatico, o que permite a difusao rapi- 
da do ATP mitocondrial para os sitios de utilizagao. Nao 
obstante, esses camundongos tern capacidade reduzida 
para correr, indicando um defeito em algum aspecto do 
metabolismo de suprimento de energia. 

A creatina e a fosfocreatina se degradam espontanea- 
mente em creatinina (Figura Q-2). Para manter altos os 
niveis de creatina, essas perdas devem ser repostas, seja 
pela creatina da dieta, obtida principalmente da came 
(musculo) e produtos lacteos, seja pela sintese de novo 
a partir da glicina, arginina e metionina (Figura 22-28), 
que ocorre principalmente no figado e no rim. A sinte¬ 
se de novo de creatina e o principal consumidor desses 
aminoacidos, particularmente nos veganos, para os quais 
essa e a unica fonte de creatina; as plantas nao possuem 


Citosol 


Mitocdndria 



Consumo citosolico 
deATP 


Sentido determinado 
pela razao [ATP]/[ADP] 



Produgao deATP 
na glicolise 


Produgao deATP na 
fosforilagao oxidativa 


FIGURA Q-1 A creatina-cinase mitocondrial (CKm) transfere um grupo 
fosforil do ATP para a creatina (Cr) para formar o fosfato de creatina (PCr), 
o qual se difunde para os sitios de uso de ATP, nos quais a creatina-cinase 
citosolica (CKc) transfere o grupo fosforil de volta para o ATP A CK cito- 
solica tambem pode utilizar o ATP produzido na glicolise para sintetizar 
PCr. Durante os periodos de baixa demanda de ATP, os reservatorios de 
ATP e de PCr sao abastecidos em preparaqao para o proximo periodo de 
demanda intensa de ATP No musculo em repouso, a concentraqao de PCr 
e 2 a 3 vezes maior que a de ATP, protegendo a celula contra a depleqao 
rapida do ATP durante curtas explosoes de demanda por ATP 


piruvato, o qual e convertido em acetil-CoA e oxidado pelo 
ciclo do acido citrico e fosforilagao oxidativa. 

Nos musculos de contragao rapida em atividade maxi¬ 
ma, a demanda por ATP e tao grande que o fluxo sanguineo 
nao consegue fornecer Og e combustiveis com a rapidez ne- 
cessaria para gerar quantidade suficiente de ATP somen- 
te pela respiragao aerobia. Nessas condigoes, o glicogenio 
armazenado no musculo e degradado em lactato por fer- 
mentagao (p. 548). Cada unidade de glicose degradada 
rende tres ATP, porque a fosforolise do glicogenio produz 
glicose-6-fosfato (via glicose-1-fosfato), poupando o ATP 
normalmente consumido na reagao da hexocinase. A fer- 
mentagao em acido lactico responde, assim, mais rapida- 
mente do que a fosforilagao oxidativa a uma necessidade 


aumentada de ATP, suplementando sua produgao basal de 
ATP pela oxidagao aerobia de outros combustiveis no ciclo 
do acido citrico e na cadeia respiratoria. 0 uso da glicose 
sanguinea e do glicogenio do musculo como combustiveis 
para a atividade muscular e muito incrementado pela secre- 
gao de adrenalina, que estimula tanto a liberagao de glicose 
a partir do glicogenio hepatico como a degradagao de glico¬ 
genio no tecido muscular. (A adrenalina controla a resposta 
de “luta ou fuga”, discutida mais extensamente a seguir). 

A quantidade relativamente baixa de glicogenio (cerca 
de 1% do peso total do musculo esqueletico) limita a quan¬ 
tidade de energia glicolitica disponivel durante o esforgo. 
Alem disso, o acumulo de lactato e a consequente redugao 
do pH nos musculos em atividade maxima reduzem sua e- 
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Creatina 


FIGURA Q-2 A formagao espontanea (nao enzimatica) de creatinina a 
partir da fosfocreatina ou da creatina consome uma porcentagem baixa 
do total da creatina por dia, o que deve ser reposto pela biossintese ou 
pela dieta. 


creatina. 0 tecido muscular tern um sistema especifico 
para captar creatina, exportada pelo figado ou rim, a par¬ 
tir do sangue para as celulas, contra um consideravel gra- 
diente de concentragao. A captagao eficiente da creatina 
da dieta requer exercicio constante; sem o exercicio, a 
suplementagao de creatina e de pouco valor. 

0 musculo cardiaco tern uma unica isozima da creati- 
na-cinase (sl isozima MB), normalmente nao encontrada 
no sangue, mas aparece quando liberada pelo musculo 
lesado por um ataque cardiaco. 0 nivel sanguineo da BM 
comega a subir dentro de 2 boras apos o ataque, alcanga 
um pico entre 12 e 36 boras e retorna aos niveis normals 
entre 3 e 5 dias apos o ataque. Portanto, a medida da BM 
no sangue confirma o diagnostico de um ataque cardiaco 
e indica aproximadamente quando ele ocorreu. 

Os fisiculturistas que estao formando massa muscular 
tern uma grande necessidade de creatina e comumente 
consomem suplementos com creatina de ate 20 g por dia 
por poucos dias, seguida de doses de manutengao mais 



FIGURA Q-3 Fisiculturistas consomem com frequencia suplementos 
com creatina para suprir de fosfato de creatina o tecido muscular novo. 


baixas. A combinagao do exercicio com a suplementagao 
de creatina aumenta a massa muscular (Figura Q-3) e 
aumenta o desempenbo no trabalbo de alta intensidade 
e curta duragao. Criangas com erros congenitos nas enzi- 
mas de sintese ou de captagao da creatina sofrem de in- 
capacidade intelectual grave e ataques. Esses individuos 
tern niveis muito reduzidos de creatina cerebral medidos 
por NMR (ver Figura 23-18). A suplementagao de crea¬ 
tina aumenta as concentragoes de creatina e de fosfato 
de creatina cerebrals e causam um melbora parcial dos 
sintomas. 

No rim saudavel, a creatinina proveniente da degra- 
dagao da creatina e eliminada do sangue para a urina de 
forma eficiente. Quando a fungao renal esta defeituosa, 
os niveis de creatinina no sangue aumentam acima da va- 
riagao normal de 0,8 a 1,4 mg/dL. Creatinina sanguinea 
elevada esta associada com deficiencia renal no diabetes 
e em outras condigoes nas quais a fungao renal esta tem- 
poraria ou permanentemente comprometida. A elimina- 
gao renal da creatinina varia levemente com a idade, raga 
e genero, de forma que a corregao do calculo por esses 
fatores produz uma medida mais sensivel da extensao da 
fungao renal, a taxa de filtragao glomerular (GFR). 


ficiencia. 0 musculo esqueletico, contudo, tern outra fonte 
de ATP, a fosfocreatina (10 a 30 mM), que regenera ATP ra- 
pidamente a partir de ADP pela reagao da creatina-cinase: 
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Durante periodos de contragao ativa e glicolise, esta 
reagao ocorre predominantemente no sentido da sintese de 
ATP; durante a recuperagao do esforgo, a mesma enzima 
sintetiza novamente a fosfocreatina a partir de creatina e 
ATP. Devido aos niveis relativamente altos de ATP e de fos¬ 
focreatina muscular, estes compostos podem ser detecta- 
dos no musculo isolado, em tempo real, por espectroscopia 
de RNM (Figura 23-18). A creatina serve para enviar equi- 
valentes de ATP da mitocondria para locals de consume de 
ATP e pode ser o fator limitante no desenvoMmento de te¬ 
cido muscular novo (Quadro 23-2). 

Apos um periodo de atividade muscular intensa, a pes- 
soa continua a respirar intensamente por algum tempo, 
usando muito Og extra na fosforilagao oxidativa no figado. 0 
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Troca quimica (partes por milhao) 

(identidade do composto) 

FIGURA 23-18 A fosfocreatina tampona a concentra^ao de ATP duran¬ 
te o exerddo. Uma representagao gr#ica de urn espectro de ressonancia 
magnetica (do mostrando o fosfato inorganico (Pj), a fosfocreatina (PCr) 
e o ATP (cada urn dos seus tres fosfatos emite urn sinal). A serie de curvas re- 
presenta a passagem do tempo, de urn periodo de repouso para urn de exer- 
cicio, e entao a recuperagao. Observe que o sinal do ATP quase nao se altera 
durante o exercicio, mantido alto pela respiragao continua e pelo reservatorio 
de fosfocreatina, que diminui durante o exercicio. Durante a recuperagao, 
quando a produgao de ATP pelo catabolismo e maior do que a sua utilizagao 
pelo musculo (agora em repouso), o reservatorio de fosfocreatina e reposto. 


ATP produzido e usado para a gliconeogenese (no figado) 
a partir do lactato, que foi transportado dos musculos pelo 
sangue. A glicose assim formada retorna aos musculos para 
repor seus estoques de glicogenio, completando o ciclo de 
Cori (Figura 23-19; ver tambem Quadro 15-4). 

0 musculo esqueletico em contragao ativa gera calor 
como um subproduto do acoplamento imperfeito da ener- 


Musculo: ATP produzido pela 
glicolise para contragao rapida. 


Lactato 


Lactato 


~r 

ATP 


-Glicogenio 


Glicose 

sangumea 



FIGURA 23-19 Cooperagao metabolica entre o musculo esqueletico e 
o figado: o ciclo de Cori. Musculos extremamente ativos usam o glicoge¬ 
nio como fonte de energia, gerando lactato via glicolise. Durante a recupera¬ 
gao, parte deste lactato e transportada para o figado e convertida em glicose 
via gliconeogenese. Esta glicose e liberada no sangue e retorna ao musculo 
para repor seus estoques de glicogenio. A via total (glicose ^ lactato ^ gli¬ 
cose) constitui o ciclo de Cori. 


gia quimica do ATP com o trabalho mecanico da contragao. 
Essa produgao de calor pode ser utilizada quando a tempe- 
ratura ambiente estiver baixa: o musculo esqueletico realiza 
a termogenese com calafrio, contragao muscular repeti- 
da rapidamente que produz calor, mas pouco movimento, 
ajudando a manter o corpo na sua temperatura recomen- 
dada de 37°C. 

0 musculo cardiaco difere do musculo esqueletico por 
ter atividade continua, em um ritmo regular de contra¬ 


gao e relaxamento, e por ter um metabolismo completamen- 
te aerobio o tempo todo. As mitocondrias sao muito mais 
abundantes no musculo cardiaco do que no esqueletico, ocu- 
pando quase a metade do volume das celulas (Figura 23- 
20 ). 0 coragao usa, como fonte de energia, principalmente 
acidos graxos livres, mas tambem alguma glicose e corpos 
cetonicos captados do sangue; estes combustiveis sao oxida- 
dos no ciclo do acido citrico e na fosforilagao oxidativa para 
gerar ATP. Como o musculo esqueletico, o musculo cardiaco 
nao armazena grandes quantidades de lipideos ou glicoge¬ 
nio. Ele tern pequenas quantidades de energia de reserva na 
forma de fosfocreatina, suficiente para poucos segundos de 
contragao. Uma vez que o coragao normalmente e aerobio e 
obtem a energia a partir da fosforilagao oxidativa, o fracasso 
em levar Og a determinada regiao do musculo cardiaco quan¬ 
do os vasos sanguineos estao bloqueados por depositos lipi- 
dicos (aterosclerose) ou coagulos sanguineos (trombose co- 
ronariana) pode causar a morte do tecido cardiaco nessa 
regiao. Isso e o que acontece no infarto do miocardio, mais 
comumente conhecido como ataque cardiaco. ■ 


0 cerebro usa a energia para a transmissao de 
impulses eletricos 

0 metabolismo do cerebro e extraordinario em varies as- 
pectos. Os neuronios do cerebro dos mamiferos adultos 


Mitocondria Aparelho contratil 



I- 
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FIGURA 23-20 Micrografia eletrdnica do musculo cardiaco. Nas mito- 
condrias abundantes no tecido cardiaco, o piruvato (procedente da glicose), 
os acidos graxos e os corpos cetonicos sao oxidados para propiciar a sintese 
de ATP. Este metabolismo aerobio permanente permite que o coragao hu- 
mano bombeie sangue a uma taxa de 6 L/min, ou cerca de 350 IVh - ou 200 
X 10^ L durante 70anos. 
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normalmente usam somente glicose como combustivel 
(Figura 23-21). (Os astrocitos, outro tipo celular impor- 
tante no cerebro, podem oxidar acidos graxos.) 0 cerebro 
tern um metabolismo respiratorio muito ativo (Figura 23- 
22 ); ele usa Og a uma taxa bastante constante, responden- 
do por quase 20% do total de Og consumido pelo corpo em 
repouso. Uma vez que o cerebro tern muito pouco glico- 
genio, ele depende constantemente da glicose do sangue. 
A queda significativa da glicose sanguinea abaixo de um 
nivel critico, mesmo que por um periodo curto de tempo, 
pode resultar em mudangas graves, e as vezes irreversi- 
veis, na fungao cerebral. 

Embora os neuronios do cerebro nao consigam utilizar 
acidos graxos livres ou lipideos como combustiveis direta- 
mente do sangue, eles podem, quando necessario, usar jS- 
-hidroxibutirato (corpo cetonico) formado no figado a par- 
tir dos acidos graxos. A capacidade do cerebro de oxidar 
/3-hidroxibutirato via acetil-CoA torna-se importante duran¬ 
te o jejum prolongado ou a inanigao, depois da degradagao 
total do glicogenio hepatico, porque permite que o cerebro 
use a gordura corporal como fonte de energia. Isso poupa 
proteinas musculares - ate que se tornem a fonte final de 
glicose do cerebro (via gliconeogenese no figado) durante 
a inanigao grave. 

Os neuronios oxidam a glicose pela glicolise e pelo ci- 
clo do acido citrico, e o fluxo de eletrons resultante des- 
sas oxidagoes fornece, pela cadeia respiratoria, quase todo 
o ATP utilizado por essas celulas. A energia e necessaria 
para criar e manter um potencial eletrico atraves da mem- 
brana plasmatica neuronal. A membrana tern um transpor- 
tador eletrogenico tipo antiporte dependente de ATP, a 
Na^K^-ATPase, que bombeia simultaneamente 2 ions 
para dentro e 3 ions Na^ para fora do neuronio (ver Figura 
11-38). 0 potencial de membrana resultante se altera tran- 
sitoriamente quando um sinal eletrico (potencial de agao) 
percorre o neuronio de uma extremidade a outra (ver Figu¬ 
ra 12-26). Os potenciais de agao sao os mecanismos essen- 



mg/100 g/min 


FIGURA 23-22 Metabolismo da glicose no cerebro. Atecnica detomo- 
grafia de varredura por emissao de positrons (PET) mostra a atividade meta- 
bolica em regioes especificas do cerebro. Esta tecnica permite a visualizagao, 
em tempo real, de glicose isotopicamente marcada localizada com precisao 
em regioes do cerebro de uma pessoa viva. Um analogo de glicose emitindo 
um positron (2-(T]-fluoro-2-des6xi-D-glicose) e injetado na corrente sangui¬ 
nea; poucos segundos mais tarde, uma varredura PET mostra a quantidade 
de glicose que e captada em cada regiao do cerebro - uma medida da ati¬ 
vidade metabolica. Na figura sao mostradas tomografias de secgoes trans- 
versais do cerebro em tres niveis, do topo (a esquerda) para baixo (para a 
direita). As imagens comparam o metabolismo da glicose na pessoa quando 
esta (a) em repouso e (b) privada de sono por 48 boras. 

ciais de transferencia de informagao no sistema nervoso, 
de forma que a deplegao de ATP nos neuronios tern efeitos 
desastrosos sobre todas as atividades coordenadas pela si- 
nalizagao neuronal. 


Jejum 

Corpos cetonicos 



Transporte eletrogenico 
pela Na+K+ -ATPase 


FIGURA 23-21 Os combustiveis que suprem o cerebro com ATP. A 

fonte de energia usada pelo cerebro varia com o estado nutricional. 0 corpo 
cetonico usado durante o jejum e o jS-hidroxibutirato. 0 transporte eletroge¬ 
nico pela Na^K^-ATPase mantem o potencial de membrana essencial para a 
transferencia de informagao entre os neuronios. 


0 sangue transporta oxigenio, metabolitos e hormonios 

0 sangue medeia as interagoes metabolicas entre todos os 
tecidos. Ele transporta nutrientes do intestino delgado para 
o figado, e do figado e do tecido adiposo para outros orgaos; 
tambem transporta os produtos de excregao dos tecidos 
extra-hepaticos para o figado para processamento, e para 
os rins para eliminagao. 0 oxigenio se desloca na corrente 
sanguinea dos pulmoes para os tecidos, e o COg gerado pela 
respiragao tecidual retorna pela corrente sanguinea para os 
pulmoes para ser expelido. 0 sangue tambem carrega sinais 
hormonais de um tecido para outro. No seu papel de trans- 
portador de sinais, o sistema circulatorio lembra o sistema 
nervoso; ambos regulam e integram as atividades dos dife- 
rentes orgaos. 

Um humano adulto medio tern de 5 a 6 L de sangue. 
Quase a metade desse volume e composta por tres tipos 
de celulas sanguineas (Figura 23-23): eritrocitos (celu¬ 
las vermelhas), cheios de hemoglobina e especializados no 
transporte de Og e COg; numeros muito menores de leuco- 
citos (celulas brancas) de varies tipos (incluindo os linfo- 
citos, tambem encontrados nos tecidos linfaticos), funda- 
mentais para o sistema imune defender o organismo contra 
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Proteinas plasmaticas (70%) 

Principals proteinas plasmaticas: albumina serica, lipoprotemas de 
densidade muito baixa (VLDL), lipoprotemas de baixa densidade 
(LDL), lipoprotemas de alta densidade (HDL), imunoglobulinas 
(centenas de tipos), fibrinogenio, protrombina, muitas proteinas 
especializadas em transporte como a transferrina 


FIGURA 23-23 A composi^ao do sangue (por peso). 0 sangue total 
pode ser separado por centrifugapao em plasma e celulas. Cerca de 10% 
do plasma sanguineo sao constituidos por solutos, e destes, cerca de 10% 
consistem em sais inorganicos, 20% de moleculas organicas pequenas, e 
70% de proteinas plasmaticas. Os principals componentes dissolvidos es- 
tao listados. 0 sangue tern muitas outras substancias, frequentemente em 
quantidades-trapo. Estas incluem outros metabolitos, enzimas, hormonios, 
vitaminas, elementos-trapo e pigmentos biliares. A medida das concentra- 
poes dos componentes no plasma sanguineo e importante no diagnostico e 
no tratamento de muitas doenpas. 


e pouco alterada, embora ocorra um fluxo contmuo entre 
o trato digestivo, o sangue e a urina. Os niveis plasmaticos 
de Na^, e Ca^^ permanecem proximos de 140, 5 e 2,5 
mM, respectivamente, com pequena variagao em resposta 
ao influxo dietetico. Qualquer alteragao significativa destes 
valores resulta em doenga seria on morte. Os rins tern um 
papel especialmente importante na manutengao do equili- 
brio ionico pela filtragao seletiva dos produtos de excregao 
e do excesso de ions do sangue, ao mesmo tempo em que 
previnem a perda de nutrientes e ions essenciais. 

0 eritrocito humano perde sen nucleo e mitocondrias 
durante a diferenciagao. Assim sendo, ele depende apenas 
da glicolise para a produgao de ATR 0 lactato produzido 
pela glicolise retorna ao figado, onde a gliconeogenese o 
converte em glicose, que sera armazenada como glicoge- 
nio on circulara ate os tecidos perifericos. 0 eritrocito tern 
constante acesso a glicose sanguinea. 

A concentragao da glicose no plasma esta sujeita a 
uma estreita regulagao. Anteriormente foi abordada a 


necessidade constante do cerebro por glicose e o papel do 
figado na manutengao da glicose sanguinea na faixa normal 
de 60 a 90 mg/100 mL de sangue total (—4,5 mM). (Uma 
vez que os eritrocitos compoem uma fragao significativa do 
volume sanguineo, sua remogao por centrifugagao deixa um 
fluido sobrenadante, o plasma, contendo a “glicose sangui¬ 
nea” em um volume menor. Para converter a concentragao 
sanguinea da glicose em concentragao plasmatica, multipli- 
que a concentragao sanguinea de glicose por 1,14.) Quando 
a glicose sanguinea em humanos diminuir para 40 mg/100 
mL (condigao hipoglicemica), a pessoa sente desconforto e 
confusao mental (Figura 23-24); redugoes adicionais le- 
vam ao coma, a convulsoes e, em cases de hipoglicemia ex¬ 
trema, a morte. Portanto, a manutengao da concentragao 
normal da glicose no sangue e uma prioridade do organismo 
e, para alcanga-la, uma grande variedade de mecanismos 
reguladores evoluiu. Entre os reguladores mais importantes 
da glicose sanguinea estao os hormonios insulina, glucagon 
e adrenalina, conforme sera discutido na proxima segao. ■ 


infecgoes; e plaquetas, que ajudam a medlar a coagulagao 
sanguinea. A porgao liquida e o plasma sanguineo, com 
90% de agua e 10% de solutos. Uma vasta gama de pro¬ 
teinas, lipoprotemas, nutrientes, metabolitos, produtos de 
excregao, ions inorganicos e hormonios esta dissolvida on 
em suspensao no plasma. Mais de 70% dos solidos do plas¬ 
ma sao proteinas plasmaticas, principalmente imunoglo¬ 
bulinas (anticorpos circulantes), albumina serica, apolipo- 
proteinas envoMdas no transporte de lipideos, transferrina 
(para o transporte de ferro) e proteinas da coagulagao san¬ 
guinea, como fibrinogenio e protrombina. 

Os ions e os solutos de baixa massa molecular do plasma 
sanguineo nao sao componentes fixes, mas estao em flu¬ 
xo constante entre o sangue e os varies tecidos. 0 influxo 
dietetico dos ions inorganicos que sao os eletrolitos domi- 
nantes do sangue e do citosol (Na^, e Ca^^) e, em geral, 
contrabalangado por sua excregao na urina. Para muitos 
componentes do sangue, e alcangado algo proximo a um es- 
tado de equilibrio dinamico: a concentragao do componente 


RESUMO 23.2 Metabolismo especifico para cada tecido: 
adlvisaodetrabalho 

► Nos mamiferos existe uma divisao de trabalho metaboli- 
co entre tecidos e orgaos especializados. 0 figado e o 6r- 
gao distribuidor e o principal processador de nutrientes. 
Os agucares e os aminoacidos produzidos na digestao 
atravessam o epitelio intestinal e entram no sangue, que 
os transporta para o figado. Alguns triacilglicerois deri- 
vados dos lipideos ingeridos tambem fazem sen caminho 
para o figado, onde os acidos graxos constituintes sao 
usados em uma grande variedade de processes. 

► A glicose-6-fosfato e o intermediario-chave no metabo¬ 
lismo dos carboidratos. Ela pode ser polimerizada em 
glicogenio, desfosforilada para fornecer glicose sangui¬ 
nea on convertida em acidos graxos via acetil-CoA. Ela 
tambem pode sofrer oxidagao na glicolise, no ciclo do 
acido citrico e na cadeia respiratoria para gerar ATP, on 
entrar na via das pentoses-fosfato, produzindo pentoses 
e NADPH. 
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FIGURA 23-24 Efeitos fisiologicos do baixo nivel de glicose sangui- 
nea em humanos. Os niveis de glicose sanguinea de 40 mg/100 ml ou 
abaixo constituem hipoglicemia grave. 


► Os aminoacidos sao utilizados para sintetizar protemas 
hepaticas e plasmaticas, ou seus esqueletos carbonicos 
sao convertidos em glicose e glicogenio pela gliconeoge- 
nese; a amonia formada pela desaminagao e convertida 
em ureia. 

► 0 figado converte os acidos graxos em triacilglicerois, 
fosfolipideos ou colesterol e seus esteres, que sao 
transportados como lipoprotemas plasmaticas para o 
armazenamento no tecido adiposo. Os acidos graxos 
tambem podem ser oxidados para gerar ATP ou para 
formar corpus cetonicos, que se difundem para outros 
tecidos. 

► 0 tecido adiposo branco armazena grandes reservas de 
triacilglicerois, e os libera no sangue em resposta a adre¬ 
nalina ou ao glucagon. 0 tecido adiposo marrom e espe- 
cializado na termogenese, o resultado da oxidagao dos 
acidos graxos em mitocondrias desacopladas. 

► 0 musculo esqueletico e especializado na produgao e no 
uso do ATP para trabalho mecanico. Durante atividade 
muscular baixa a moderada, a oxidagao dos acidos gra¬ 
xos e da glicose e a primeira fonte de ATP Durante a 
atividade muscular extenuante, o glicogenio e o com- 
bustivel basico, produzindo ATP pela fermentagao lac- 
tica. Durante a recuperagao, o lactato e reconvertido 
(pela gliconeogenese) em glicose e glicogenio no figado 
para ser usado na reposigao dos estoques de glicogenio 
muscular. A fosfocreatina e uma fonte imediata de ATP 
durante a contragao ativa. 

► 0 musculo cardiaco obtem praticamente todo o seu ATP 
da fosforilagao oxidativa, com os acidos graxos como o 
principal combustivel. 


► Os neuronios do cerebro usam somente glicose e /3- 
-hidroxibutirato como combustiveis, sendo que o ultimo 
e importante durante o jejum ou a inanigao. 0 cerebro 
utiliza a maior parte do seu ATP para o transporte ativo 
de Na^ e para manter o potencial eletrico atraves da 
membrana neuronal. 

► 0 sangue transfere nutrientes, produtos de excregao e 
sinais hormonais entre os tecidos e os orgaos. Isso e rea- 
lizado por celulas (eritrocitos, leucocitos e plaquetas) 
e pelo liquido rico em eletrolitos (plasma) que contem 
muitas protemas. 


23.3 Regula^ao hormonal do metabolismo 
energetko 

Os ajustes feitos minuto a minuto que mantem a concen- 
tragao de glicose sangumea em cerca de 4,5 mM envolvem 
as agoes combinadas da insulina, do glucagon, da adrena¬ 
lina e do cortisol sobre os processos metabolicos em mui- 
tos tecidos corporais, mas especialmente no figado, no 
musculo e no tecido adiposo. A insulina sinaliza para esses 
tecidos que a glicose sanguinea esta mais alta do que o ne- 
cessario; como resultado, as celulas captam o excesso de 
glicose do sangue e o convertem em glicogenio e triacilgli¬ 
cerois para armazenamento. 0 glucagon sinaliza que a gli¬ 
cose sanguinea esta muito baixa, e os tecidos respondem 
produzindo glicose pela degradagao do glicogenio, pela gli¬ 
coneogenese (no figado) e pela oxidagao de gorduras para 
reduzir o uso da glicose. A adrenalina e liberada no sangue 
para preparar os musculos, os pulmoes e o coragao para 
um grande aumento de atividade. 0 cortisol e responsa- 
vel por medlar a resposta corporal a estressores de longa 
duragao. Essas regulagoes hormonais serao discutidas no 
contexto de tres estados metabolicos normals - alimenta- 
do, em jejum e em inanigao - e serao vistas as consequen- 
cias metabolicas do diabetes melito, doenga que resulta de 
alteragoes nas vias de sinalizagao que controlam o meta¬ 
bolismo da glicose. 

A insulina opoe-se a niveis altos de glicose sanguinea 

Agindo por meio de receptores na membrana plasmatica 
(ver Figuras 12-15 e 12-16), a insulina estimula a captagao 
da glicose pelos musculos e pelo tecido adiposo (Tabela 
23-3), onde a glicose e convertida em glicose-6-fosfato. No 
figado, a insulina tambem ativa a glicogenio-sintase e ina- 
tiva a glicogenio-fosforilase, de modo que grande parte da 
glicose-6-fosfato e canalizada para formar glicogenio. 

A insulina tambem estimula o armazenamento do exces¬ 
so de combustivel no tecido adiposo na forma de gordura 
(Figura 23-25). No figado, a insulina ativa a oxidagao da 
glicose-6-fosfato em piruvato pela glicolise e a oxidagao do 
piruvato em acetil-CoA. 0 excesso de acetil-CoA nao ne- 
cessaria para a produgao de energia e utilizado para a sin- 
tese de acidos graxos, exportados do figado para o tecido 
adiposo como TAG de lipoproteinas plasmaticas (VLDL; 
ver Figura 21-40). A insulina estimula a sintese de TAG nos 
adipocitos, a partir dos acidos graxos liberados pelos TAG 
da VLDL. Esses acidos graxos sao, em ultima analise, deri- 





952 DAVID L. NELSON & MICHAEL M. COX 


TABELA23-3 


Efeitos da insulina sobre a glicose sangumea: capta^ao de glicose pelas celulas e armazenamento 
como triacilglicerois e glicogenio 


Efeito metabolko 

Enzima-alvo 

t Captagao de glicose (musculo, tecido adiposo) 

t Transportador de glicose (GLUT4) 

t Captagao de glicose (figado) 

t Glicocinase (expressao aumentada) 

t Sintese de glicogenio (figado, musculo) 

t Glicogenio-sintase 

i Degradagao de glicogenio (figado, musculo) 

i Glicogenio-fosforilase 

t Glicolise, produgao de acetil-CoA (figado, musculo) 

tPFK-1 (portPFK-2) 
t Complexo da piruvato-desidrogenase 

t Sintese de acidos graxos (figado) 

t Acetil-CoA-carboxilase 

t Sintese de triacilglicerol (tecido adiposo) 

t Lipase lipoproteica 


Pancreas 


" Insulina ^ para o cerebro, o tecido adiposo e o musculo 



FIGURA 23-25 O estado bem-alimentado: o figado lipogenico. Ime- 
diatamente apos uma refeipao rica em calorias, a glicose, os acidos graxos 
e os aminoacidos entram no figado. A insulina, liberada em resposta a alta 
concentragao sangumea de glicose, estimula a captagao do agucar pelos 
tecidos. Parte da glicose e exportada para o cerebro para suas necessidades 
energeticas e parte para os tecidos adiposo e muscular. No figado, o excesso 
de glicose e oxidado a acetil-CoA, que e usada na sintese de acidos graxos 


que sao exportados como triacilglicerois, em VLDL, para os tecidos adiposo 
e muscular. 0 NADPH necessario para a sintese de lipideos e obtido pela 
oxidagao da glicose na via das pentoses-fosfato. 0 excesso de aminoacidos e 
convertido em piruvato e acetil-CoA, tambem usados para a sintese de lipi¬ 
deos. As gorduras da dieta se deslocam na forma de quilomicra, via sistema 
linfatico, do intestino para o musculo e o tecido adiposo. 
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vados do excesso de glicose captada do sangue pelo figado. 
Em resumo, o efeito da insulina e favorecer a conversao do 
excesso de glicose sangmnea em duas formas de armazena- 
mento: glicogenio (no figado e no musculo) e triacilglicerois 
(no tecido adiposo). 

Alem de agir diretamente no musculo e no figado, mu- 
dando sen metabolismo de carboidratos e gorduras, a insu¬ 
lina pode agir no cerebro, sinalizando indiretamente para 
esses tecidos, conforme descrito mais adiante. 

As celulas /3 pancreaticas secretam insulina em resposta 
a altera^es na glicose sanguinea 

Quando a glicose entra na corrente sanguinea a partir do 
intestino apos uma refeigao rica em carboidratos, a quanti- 
dade aumentada de glicose no sangue provoca um aumen- 
to na secregao de insulina (e uma redugao na secregao do 
glucagon) pelo pancreas. A liberagao de insulina e regula- 
da basicamente pelo nivel de glicose no sangue que irriga 
o pancreas. Os hormonios peptidicos insulina, glucagon e 
somatostatina sao produzidos por agrupamentos de celulas 
pancreaticas especializadas, as ilhotas de Langerhans (Fi- 
gura 23-26). Cada tipo celular das ilhotas produz um unico 
hormonio: as celulas a produzem glucagon; as celulas j8, in¬ 
sulina; as celulas 6, somatostatina. 

Conforme mostrado na Figura 23-27, quando a gli¬ 
cose sanguinea aumenta, O os transportadores GLUT2 
carregam a glicose para dentro das celulas /3, onde e ime- 


Pancreas 



llhota de 
Langerhans 


■Celula j8 (insulina) 

Celula a (glucagon) 
Celula S (somatostatina) 


FIGURA 23-26 O sistema endocrino do pancreas. 0 pancreas tern 
celulas exocrinas (ver Figura 18-3b), que secretam enzimas digestivas na 
forma de zimogenios, e grupos de celulas endocrinas, as ilhotas de Lan¬ 
gerhans. As ilhotas tern celulas a,pe8 (tambem conhecidas como celulas 
A, B e D, respectivamente), e cada tipo celular secreta um hormonio pep- 
tidico especifico. 


FIGURA 23-27 Regula^ao, pela glicose, da 
secregao de insulina nas celulas jS pancreati¬ 
cas. Quando o nivel sanguineo de glicose e alto, o 
metabolismo ativo de glicose nas celulas jS aumen¬ 
ta a [ATP] intracelular, fechando os canais de na 
membrana plasmatica e, assim, despolarizando-a. 
Em resposta a esta despolarizapao da membrana 
desencadeada pela alta [ATP], os canais de Ca^^ con- 
trolados por voltagem se abrem, permitindo o fluxo 
do ion para dentro da celula. (0 Ca^^ tambem e li- 
berado do reticulo endoplasmatico, em resposta a 
elevapao citosolica inicial da [Ca^C-) A concentrapao 
citosolica do ion e agora suficientemente alta para 
provocar a liberapao da insulina por exocitose. Os 
processos numerados sao discutidos no texto. 




Secrepao 
de insulina 
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diatamente convertida em glicose-6-fosfato pela hexoci- 
nase IV (glicocinase) e entra na glicdlise. Com a taxa de 
catabolismo da glicose mais alta, @ a [ATP] aumenta, cau- 
sando o fechamento dos canais de controlados por 
ATP na membrana plasmatica. @ 0 efluxo reduzido de 
despolariza a membrana. (Lembre, da Segao 12.6, que a 
saida deste ion por um canal de aberto hiperpolariza a 
membrana; por essa razao, o fechamento do canal despo¬ 
lariza a membrana.) A despolarizagao abre canais de Ca^^ 
controlados por voltagem, e O o aumento resultante na 
[Ca^^] citosolica desencadeia © a liberagao da insulina por 
exocitose. 0 cerebro Integra o suprimento e a demanda de 
energia, e os sinais dos sistemas nervosos parassimpatico 
e simpatico tambem afetam (estimulam e inibem, respec- 
tivamente) a liberagao da insulina. Um circuito simples de 
retroalimentagao limita a liberagao do hormonio: a insulina 
reduz a glicose sangumea estimulando sua captagao pelos 
tecidos; a redugao na glicose sangumea e detectada pelas 
celulas j8 pelo fluxo diminuido na reagao da hexocinase; 
isto reduz ou interrompe a liberagao da insulina. Essa re- 
gulagao por retroalimentagao mantem a concentragao da 
glicose sangumea praticamente constante apesar da gran¬ 
de variagao na captagao dietetica. 


na pelas celulas /3. Os canais sao octameros formados por 
quatro subunidades Kir6.2 identicas e quatro subunida- 
des SURl identicas, e sao construidos nos mesmos mol- 
des dos canais de das bacterias e das outras celulas 
eucarioticas (ver Figuras 11-47 e 11-48). As quatro subu¬ 
nidades Kir6.2 formam um cone ao redor do canal de e 
funcionam como mecanismo de filtro de seletividade con- 
trolado por ATP (Figura 23-28). Quando a [ATP] aumen¬ 
ta (indicando aumento da glicose no sangue), os canais de 

se fecham, despolarizando a membrana plasmatica e 
desencadeando a liberagao de insulina, como mostrado na 
Figura 23-27. 

As sulfonilureias, medicagao oral utilizada no trata- 
mento do diabetes melito tipo 2, se ligam as subunidades 
SURl (receptor de sulfonilureia, de sulfonylurea recep- 


A atividade dos canais de K controlados por ATP e 
fundamental nara a reaulacao da secrecao de insuli- 


FIGURA 23-28 Canais de K controlados por ATP nas celulas jS. (a)0 

canal, visto no piano da membrana. 0 canal e formado por quatro subuni¬ 
dades Kir6.2 identicas, e externamente a elas estao quatro subunidades de 
SURl (receptor de sulfonilureia). As subunidades SURl tern sitios de ligaqao 
ao ADR e ao farmaco diazoxida, o que favorece a abertura do canal, e a tolbu- 
tamida, farmaco de sulfonilureia que favorece o fechamento do canal. As su¬ 
bunidades Kir6.2 constituem o verdadeiro canal e contem, no lado citosolico, 
sitios de ligaqao ao ATP e ao fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2), que favore- 
cem, respectivamente, o fechamento e a abertura do canal, (b) Estrutura da 
porqao Kir6.2 do canal, vista no piano da membrana. Para tornar mais claro, 
sao mostrados somente dois dominios transmembrana e dois citosolicos. 
Tres ions (em verde) sao mostrados na regiao do filtro de seletividade. 
Mutaqoes em determinados residues de aminoacidos (mostrados em ver- 
melho) causam diabetes neonatal; mutaqoes em outros (mostrados em azul) 
causam o hiperinsulinismo infantil. Esta estrutura (as coordenadas foram cor- 
tesia de Erances Ashford e colaboradores da Universidade de Oxford) nao foi 
obtida por cristalografia, mas pelo mapeamento da sequencia conhecida de 
Kir6.2 sobre a estrutura cristalina de um canal de Kir bacteriano (KirBacl.l; 
PDB ID 1P7B) e os dominios carboxil e amino de outra proteina Kir, KirS.l 
(PDB ID 1U4E). Compare esta estrutura com a do canal de K^ na Eigura 11 -48. 


tor) dos canais de K^, fechando-os e estimulando a libera¬ 
gao de insulina. A primeira geragao desses farmacos (tolbu- 
tamida, por exemplo) foi desenvolvida na decada de 1950. 
A segunda geragao, incluindo gliburida (Micronase), glipi- 
zida (Glucotrol) e glimepirida (Amaryl), e mais potente e 
tern menos efeitos colaterais. (A porgao sulfonilureia esta 
destacada em vermelho-claro nas estruturas seguintes.) As 
sulfonilureias as vezes sao usadas em combinagao com in- 
jegao de insulina, mas muitas vezes conseguem controlar 
sozinhas o diabetes tipo 2. 

Mutagoes nos canais de controlados por ATP das 
celulas jS felizmente sao raras. Mutagoes em Kir6.2 que 
causam a abertura permanente dos canais (residues em 
vermelho na Figura 23-28b) originam diabetes melito neo¬ 
natal, com hiperglicemia grave, que requer insulinoterapia. 
Outras mutagoes em Kir6.2 ou em SURl (residues em azul 
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Glipizida 


na Figura 23-28b) resultam em canais de permanente- 
menie fechados e liberagao contmua de insulina. Pessoas 
com essas mutagoes, se nao forem tratadas, desenvolvem 
hiperinsulinemia congenita (hiperinsulinismo da infancia); 
excesso de insulina causa hipoglicemia grave (baixa glicose 
sanguinea), levando a danos cerebrais irreversiveis. Um tra- 
tamento eficaz e a remogao cirurgica de parte do pancreas 
para reduzir a produgao do hormonio. ■ 

0 glucagon opoe-se a m'veis baixos de glicose sanguinea 

Varias boras apos a ingestao de carboidratos, os niveis de 
glicose sanguinea diminuem levemente devido a oxidagao 
da glicose pelo cerebro e por outros tecidos. A diminuigao 


da glicose sanguinea desencadeia a secregao do glucagon e 
reduz a liberagao da insulina (Figura 23-29). 

0 glucagon causa um aumento na concentragao san¬ 
guinea da glicose de varias maneiras (Tabela 23-4). Como 
a adrenalina, ele estimula a degradagao do glicogenio he- 
patico por ativar a glicogenio-fosforilase e inativar a glico- 
genio-sintase; ambos os efeitos sao o resultado da fosfo- 
rilagao de enzimas reguladas, desencadeada pelo cAMP. 
0 glucagon inibe, no figado, a degradagao da glicose pela 
glicolise, e estimula sua sintese pela gliconeogenese. Am¬ 
bos os efeitos resultam da redugao da concentragao da 
frutose-2,6-bifosfato, inibidor alosterico da enzima glico- 
neogenica frutose-l,6-bifosfatase (FBPase-1) e ativador 
da enzima glicolitica fosfofrutocinase-1. Lembre que a 
[frutose-2,6-bifosfato] e controlada em ultima analise por 
uma reagao de fosforilagao dependente de cAMP (ver Fi¬ 
gura 15-19). 0 glucagon tambem inibe a enzima glicolitica 
piruvato-cinase (promovendo sua fosforilagao dependen¬ 
te de cAMP), bloqueando a conversao do fosfoenolpiru- 
vato em piruvato, e impedindo a oxidagao do piruvato no 
ciclo do acido citrico. 0 consequente acumulo de fosfo- 
enolpiruvato favorece a gliconeogenese. Esse efeito e 
aumentado pela estimulagao pelo glucagon da sintese da 
enzima gliconeogenica PEP-carboxicinase. Pela estimula¬ 
gao da degradagao do glicogenio, prevengao da glicolise e 
promogao da gliconeogenese nos hepatocitos, o glucagon 
permite que o figado exporte glicose, restaurando seu ni- 
vel sanguineo normal. 


FIGURA 23-29 O estado de jejum: o figado glicogeni- 

co. Apos algumas horas sem alimento, o figado torna-se 
a principal fonte de glicose para o cerebro. 0 glicogenio 
hepatico e degradado, e a glicose-1-fosfato produzida e 
convertida em glicose-6-fosfato e, a seguir, em glicose livre, 
que e liberada para a corrente sanguinea. Os aminoacidos 
procedentes da degradagao das proteinas no figado e no 
musculo e o glicerol oriundo da degradagao dosTAGs no 
tecido adiposo sao utilizados para a gliconeogenese. 0 fi¬ 
gado usa os acidos graxos como seu combustivel principal, 
e o excesso de acetil-CoA e convertido em corpos cetoni- 
cos exportados para outros tecidos; o cerebro e particular- 
mente dependente deste combustivel quando ha deficien- 
cia de fornecimento de glicose (ver Figura 23-21). (As setas 
azuis mostram a trajetoria da glicose; as setas alaranjadas, a 
dos lipideos; e as setas roxas, a dos aminoacidos.) 
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TABELA23-4 


Efeitos do glucagon sobre a glicose sangumea: produ^ao e libera^ao de glicose pelo figado 


Efeito metabolico 

Efeito sobre o metabolismo da glicose 

Enzima-alvo 

t Degradagao de glicogenio (figado) 

Glicogenio-> glicose 

t Glicogenio-fosforilase 

i Sintese de glicogenio (figado) 

Menos glicose armazenada como glicogenio 

i Glicogenio-sintase 

i Glicolise (figado) 

Menos glicose usada como combustivel no figado 

Ipfk-1 

t Gliconeogenese (figado) 

Aminoacidos 1 

Glicerol > -glicose 

Oxaloacetato J 

t FBPase-2 
i Piruvato-cinase 
t PEP-carboxicinase 

t Mobilizagao de acidos graxos (tecido adiposo) 

Menos glicose usada como combustivel pelo figado e 
pelo musculo 

t Lipase sensivel a hormonio 
t PKA (perilipina-0) 

t Cetogenese 

Fornece alternativa a glicose como fonte de energia 
para o cerebro 

i Acetil-CoA-carboxilase 


Embora seu alvo principal seja o figado, o glucagon 
(como a adrenalina) tambem afeta o tecido adiposo, ativan- 
do a degradagao de TAG por causar fosforilagao, dependen- 
te de cAMP, da perilipina e da lipase sensivel a hormonio. 
As lipases ativadas liberam acidos graxos livres, que sao ex- 
portados como combustivel para o figado e outros tecidos, 
poupando glicose para o cerebro. 0 efeito final do glucagon 
e, portanto, estimular a sintese e a liberagao da glicose pelo 
figado e mobilizar os acidos graxos do tecido adiposo para 
serem usados no lugar da glicose por outros tecidos que nao 
o cerebro. Todos esses efeitos do glucagon sao mediados 
por fosforilagao proteica dependente de cAMR 

0 metabolismo e alterado durante ojejum e a inani^ao 
para prover combustivel para o cerebro 

As reservas de combustivel de um adulto humane sauda- 
vel sao de tres tipos: glicogenio armazenado no figado e, 


em menor quantidade, no musculo; grandes quantidades de 
triacilglicerois no tecido adiposo; e proteinas teciduais que 
podem ser degradadas, quando necessario, para fornecer 
combustivel (Tabela 23-5). 

Duas horas apos uma refeigao, o nivel de glicose san- 
guinea esta levemente diminuido, e os tecidos recebem gli¬ 
cose liberada a partir do glicogenio hepatico. Ha pequena 
ou nenhuma sintese de triacilglicerois. Quatro horas apos 
a refeigao, a glicose sanguinea esta mais reduzida, a se- 
cregao de insulina diminuiu e a secregao de glucagon esta 
aumentada. Esses sinais hormonais mobilizam os triacilgli¬ 
cerois do tecido adiposo, que agora se tornam o principal 
combustivel para o musculo e o figado. A Figura 23-30 
mostra as respostas ao jejum prolongado. O Para fornecer 
glicose para o cerebro, o figado degrada determinadas pro¬ 
teinas - aquelas mais dispensaveis em um organismo que 
nao esta se alimentando. Sens aminoacidos nao essenciais 
sao transaminados ou desaminados (Capitulo 18), e © os 


TABELA 23-5 


Combustivel metabolico disponivel em um homem com peso normal de 70 kg e em um homem obeso com 140 kg no inicio do jejum 


Tipo de combustivel 

Peso (kg) 

Equivalente caiorico 
(milhares de kcal [kJ]) 

Sobrevivencia estimada 
(meses)* 

Homem com peso normal, 70 kg 

Triacilglicerois (tecido adiposo) 

15 

140 (590) 


Proteinas (principalmente musculo) 

6 

24 (100) 


Glicogenio (musculo, figado) 

0,23 

0,90 (3,8) 


Combustiveis circulantes (glicose, acidos graxos, triacilglicerois, etc.) 

0,023 

0,10 (0,42) 


Total 


165 (690) 

3 


Homem obeso, 140 kg 


Triacilglicerois (tecido adiposo) 

80 

750 (3.100) 


Proteinas (principalmente musculo) 

8 

32 (130) 


Glicogenio (musculo, figado) 

0,23 

0,92 (3,8) 


Combustiveis circulantes 

0,025 

0,11 (0,46) 


Total 


783 (3.200) 

14 


*0 tempo de sobrevivencia e calculado assumindo um gasto de energia basal de 1.800 kcal/dia. 
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gmpos amino extras sao convertidos em ureia, que e ex- 
portada pela corrente sangumea para os rins e excretada 
na urina. 

Tambem no figado, e de certa forma nos rins, os esque- 
letos de carbono dos aminoacidos glicogenicos sao conver¬ 
tidos em piruvato on intermediaries do ciclo do acido citri- 
co. @ Esses intermediaries (assim como o glicerol dos TAG 
do tecido adipose) fornecem os materiais de partida para a 
gliconeogenese no figado, O gerando glicose para exportar 
para o cerebro. ® Os acidos graxos liberados do tecido adi¬ 


pose sao oxidados a acetil-CoA no figado, mas, como o oxa- 
loacetato e depletado pelo uso de intermediaries do ciclo do 
acido citrico na gliconeogenese, @ a entrada da acetil-CoA 
no ciclo e inibida e a mesma se acumula. © Isso favorece a 
formagao de acetoacetil-CoA e corpos cetonicos. Apos al- 
guns dias de jejum, aumentam os niveis de corpos cetonicos 
no sangue (Figura 23-31), a medida que sao exportados 
do figado para o coragao, o musculo esqueletico e o cere¬ 
bro, que utilizam esses combustiveis em vez da glicose (Fi¬ 
gura 23-30, 0). 
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FIGURA 23-30 Metabolismo energetico no figado durante jejum pro- 
longado ou no diabetes melito nao controlado. As etapas numeradas 
estao descritas no texto. Apos a deplepao dos estoques de carboidratos (gli- 
cogenio), a gliconeogenese no figado torna-se a principal fonte de glico¬ 
se para o cerebro (setas verdes). A NH 3 da desaminapao dos aminoacidos e 
convertida em ureia e excretada (setas verdes). Os aminoacidos glicogenicos 
provenientes da degradapao das proteinas (setas roxas) fornecem substrates 


para a gliconeogenese, e a glicose e exportada para o cerebro. Os acidos 
graxos sao importados do tecido adiposo para o figado e sao oxidados a 
acetil-CoA (setas cor de laranja), o material de partida para a formapao dos 
corpos cetonicos no figado exportados para o cerebro para servirem como 
a fonte principal de energia (setas vermelhas). Quando a concentrapao dos 
corpos cetonicos no sangue excede a capacidade do rim de reabsorver as 
cetonas, estes compostos comepam a aparecer na urina. 
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FIGURA 23-31 Concentra^ao plasmatica de acidos graxos, glicose e 
corpos cetonicos durante seis semanas de jejum. Apesar dos meca- 
nismos hormonais para a manutenpao do nivel de glicose no sangue, ela 
comepa a diminuir depois de dois dias de jejum (em azul). 0 nivel de corpos 
cetonicos, quase indetectaveis antes do jejum, aumenta drasticamente apos 
2 a 4 dias de jejum (em vermelho). Estas cetonas hidrossoluveis, acetoacetato 
e jS-hidroxibutirato, suplementam a glicose como fonte de energia para o 
cerebro durante o jejum prolongado. A acetona, o corpo cetonico minorita- 
rio, nao e metabolizado e e eliminado com a respirapao. Urn aumento muito 
menor de acidos graxos tambem ocorre no sangue (em cor de laranja), mas 
esse aumento nao contribui para o metabolismo energetico no cerebro por- 
que os acidos graxos nao atravessam a barreira hematoencefalica. 

A acetil-CoA e critica na regulagao do destino do pim- 
vato; ela inibe alostericamente a pimvato-desidrogenase e 
estimula a pimvato-carboxilase. Dessa forma, a acetil-CoA 
previne sua propria produgao a partir do piruvato, enquan- 
to estimula a conversao do piruvato em oxaloacetato, a pri- 
meira etapa da gliconeogenese. 

Os triacilglicerois armazenados no tecido adiposo de 
um adulto com peso normal podem fornecer combustivel 
suficiente para manter uma taxa metabolica basal por cer- 
ca de tres meses; um adulto muito obeso tern combustivel 
armazenado suficiente para suportar um jejum de mais de 
um ano (Tabela 23-5). Quando acabam as reservas de gor- 
dura, comega a degradagao de proteinas essenciais] isso 
leva a perda da fungao cardiaca e hepatica, e, na inanigao 
prolongada, a morte. A gordura armazenada fornece ener¬ 
gia suficiente (calorias) durante o jejum ou em uma dieta 
rigida, mas as vitaminas e os minerais devem ser forneci- 
dos, sendo necessarios aminoacidos glicogenicos na dieta 
em quantidade suficiente para substituir aqueles utilizados 
na gliconeogenese. As formulagoes em uma dieta de ema- 
grecimento geralmente sao enriquecidas com vitaminas, 
minerais e aminoacidos ou proteinas. 

A adrenalina sinaliza atividade iminente 

Quando um animal e confrontado com uma situagao estres- 
sante que requer atividade aumentada - lutar ou fugir, em 
cases extremes - os sinais neuronais originarios do cere¬ 


bro provocam a liberagao da adrenalina e da noradrena- 
lina da medula suprarrenal. Ambos os hormonios dilatam 
as vias aereas para facilitar a captagao de Og, aumentam a 
frequencia e a forga dos batimentos cardiacos, e elevam a 
pressao arterial, favorecendo o fluxo de Og e de combus- 
tiveis para os tecidos (Tabela 23-6). Essa e a resposta de 
“lutar ou fugir”. 

A adrenalina age principalmente nos tecidos muscular, 
adiposo e hepatico. Ela ativa a glicogenio-fosforilase e ina- 
tiva a glicogenio-sintase pela fosforilagao, dependente de 
cAMP, dessas enzimas, estimulando a conversao do glico- 
genio hepatico em glicose sanguinea, o combustivel para 
o trabalho muscular anaerobic. A adrenalina tambem pro¬ 
move a degradagao anaerobia do glicogenio muscular pela 
fermentagao em acido lactico, estimulando a formagao gli- 
colitica de ATP. A estimulagao da glicolise e acompanhada 
pela elevagao da concentragao de frutose-2,6-bifosfato, um 
ativador alosterico potente da fosfofrutocinase-1, enzima- 
-chave da glicolise. A adrenalina tambem estimula a mobi- 
lizagao da gordura no tecido adiposo, ativando (por fosfori¬ 
lagao dependente de cAMP) a lipase sensivel a hormonio e 
removendo a perilipina que recobre a superficie das goticu- 
las de gordura (ver Figura 17-3). Finalmente, a adrenalina 
estimula a secregao de glucagon e inibe a secregao de insu- 
lina, reforgando seu efeito de mobilizagao de combustiveis 
e inibigao de seu armazenamento. 

0 cortisol sinaliza estresse, incluindo baixa 
glicose sanguinea 

Uma grande variedade de agentes estressores (ansiedade, 
medo, dor, hemorragia, infecgao, glicose sanguinea baixa, 
jejum) estimula a liberagao do hormonio corticosteroide 
cortisol do cortex suprarrenal. 0 cortisol age no musculo, 
no figado e no tecido adiposo para suprir o organismo com 
combustivel para resistir a situagao estressante. 0 cortisol 
e um hormonio de agao relativamente lenta, que altera o 
metabolismo pela mudanga nos tipos e nas quantidades de 
determinadas enzimas sintetizadas em suas celulas-alvo, 
em vez da regulagao da atividade de moleculas enzimaticas 
ja existentes. 

No tecido adiposo, o cortisol provoca um aumento na 
liberagao dos acidos graxos a partir dos triacilglicerois 
armazenados. Os acidos graxos exportados servem como 
combustivel para outros tecidos, e o glicerol e usado na 
gliconeogenese no figado. 0 cortisol estimula a degrada¬ 
gao das proteinas musculares nao essenciais e a expor- 
tagao dos aminoacidos para o figado, onde servem como 
precursores para a gliconeogenese. No figado, o cortisol 
promove a gliconeogenese por estimular a sintese da en- 
zima-chave PEP-carboxicinase; o glucagon tern o mesmo 
efeito, enquanto a insulina tern o efeito oposto. A glico¬ 
se assim produzida e armazenada no figado como glico¬ 
genio ou exportada imediatamente para os tecidos que 
precisam dela para combustivel. 0 efeito liquido dessas 
alteragoes metabolicas e a restauragao dos niveis normais 
de glicose sanguinea e o aumento dos estoques de gli¬ 
cogenio, pronto para dar suporte a resposta de luta ou 
fuga comumente associada ao estresse. Os efeitos do cor¬ 
tisol, portanto, contrabalangam os da insulina. Durante 
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TABELA23-6 


Efeitos fisiologicos e metabolicos da adrenalina: prepara^ao para a^ao 


Efeitos imediatos 


Efeito total 


Fisiologicos 

t Frequencia cardiaca 1 

t Pressao sangumea f Aumento da liberagao de O 2 para os tecidos (niusculo) 

t Dilatagao das vias aereas J 


Metabolicos 

t Degradagao de glicogenio (figado, musculo) 1 

i Sintese de glicogenio (figado, musculo) , 

t Gliconeogenese (figado) J 

I Aumento da produgao de glicose para combustivel 

t Glicolise (musculo) 

Aumento da produgao de ATP no musculo 

t Mobilizagao de acidos graxos (tecido adiposo) 

Aumento da disponibilidade de acidos graxos como combustivel 

t Secregao de glucagon 1 

i Secregao de insulina J 

Reforgo dos efeitos metabolicos da adrenalina 


penodos prolongados de estresse, a liberagao constante 
de cortisol perde seu valor adaptativo positivo e comega a 
causar danos ao musculo e ao osso, prejudicando as fun- 
goes endocrina e imune. 

0 diabetes melito resulta de defeitos na produce ou na 
a^aodainsulina 


mostram algum grau de anormalidade no metabolismo da 
glicose, o que e indicativo de diabetes ou de tendencia a 
essa condigao. Existem duas classes clinicas principals da 
doenga: diabetes tipo 1, as vezes denominado diabetes 
melito insulina-dependente (DMID), e diabetes tipo 2, ou 
diabetes melito nao insulina-dependente (DMNID), tam- 
bem chamado de diabetes resistente a insulina. 

0 diabetes tipo 1 comega cedo na vida, e os sintomas 
rapidamente se tornam graves. Essa doenga responde a 
injegao de insulina, porque o defeito metabolico se origi- 
na da destruigao autoimune das celulas /3 pancreaticas e 
de uma consequente incapacidade de produzir insulina 
em quantidade suficiente. 0 diabetes tipo 1 requer in- 
sulinoterapia e controle cuidadoso, por toda a vida, do 
equilibrio entre a ingestao dietetica e a dose de insulina. 
Os sintomas caractensticos do diabetes tipo 1 (e tipo 2) 
sao sede excessiva e micgao frequente (poliuria), levan- 
do a ingestao de grandes volumes de agua (polidipsia) 
(“diabetes melito” significa “excregao excessiva de urina 
doce”). Esses sintomas sao devidos a excregao de grande 
quantidade de glicose na urina, condigao conhecida como 
glicosuria. 

0 diabetes tipo 2 se desenvolve lentamente (em geral 
em pessoas mais velhas e obesas) e os sintomas sao mais 
brandos e, com frequencia, nao reconhecidos no inicio. 
Este e, na verdade, um grupo de doengas nas quais a ati- 
vidade reguladora da insulina esta perturbada: a insulina e 
produzida, mas alguns aspectos do sistema de resposta ao 
hormonio estao defeituosos. As pessoas com essa enfermi- 
dade sao resistentes a insulina. A conexao entre o diabetes 


T 


0 diabetes melito e uma doenga relativamente co¬ 
mum: quase 6% da populacao dos Estados Unidos 


tipo 2 e a obesidade (discutida adiante) e uma area de pes- 
quisa ativa e excitante. 

As pessoas com um ou outro tipo de diabetes nao con- 
seguem captar de maneira eficiente a glicose do sangue; 
lembre que a insulina provoca o deslocamento dos transpor- 
tadores de glicose GLUT4 para a membrana plasmatica no 
musculo e no tecido adiposo (ver Figura 12-16). Sem glicose 
disponivel, os acidos graxos tornam-se o combustivel princi¬ 
pal, o que leva a outra alteragao metabolica caracteristica no 
diabetes: a oxidagao excessiva, mas incompleta, dos acidos 
graxos no figado. A acetil-CoA produzida pela j8-oxidagao 
nao pode ser oxidada completamente pelo ciclo do acido 
citrico, porque a alta relagao [NADH]/[NAD^] produzida 
pela /3-oxidagao inibe o ciclo (lembre que tres etapas do ci¬ 
clo convertem NAD"^ em NADH). 0 acumulo de acetil-CoA 
leva a superprodugao dos corpos cetonicos, acetoacetato e 
/3-hidroxibutirato, que nao podem ser usados pelos tecidos 
extra-hepaticos na velocidade com que sao produzidos no fi¬ 
gado. Alem do /B-hidroxibutirato e do acetoacetato, o sangue 
das pessoas diabeticas tambem contem acetona, que resulta 
da descarboxilagao espontanea do acetoacetato: 

O O 

HgC —C —CH2 —COO-+H2O -> HgC —C—CH3+HCO3 

Acetoacetato Acetona 

A acetona e volatil e e exalada, de modo que, no diabe¬ 
tes nao controlado, o halito tern odor caracteristico, as ve¬ 
zes confundido com etanol. Uma pessoa diabetica que apre- 
senta confusao mental devido a alta glicose sangumea e as 
vezes diagnosticada incorretamente como intoxicada, erro 
que pode ser fatal. A superprodugao de corpos cetonicos, 
chamada de cetose, resulta em uma concentragao muito 
aumentada desses compostos no sangue (cetonemia) e na 
urina (cetonuria). 

Os corpos cetonicos sao acidos carboxilicos que se io- 
nizam, liberando protons. No diabetes nao controlado, esta 
produgao de acido pode superar a capacidade do sistema 
tampao bicarbonate do sangue e produzir uma redugao no 
pH sanguineo, chamada de acidose, ou, em combinagao com 
a cetose, cetoacidose, combinagao potencialmente letal. 
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As medidas bioqmmicas de amostras de sangue ou de 
urina sao essenciais no diagnostico e no tratamento do dia¬ 
betes. 0 teste de tolerancia a glicose constitui um cri- 
terio diagnostico sensivel. A pessoa faz jejum de 12 boras, 
depois bebe uma dose-teste de 100 g de glicose dissoMda 
em um copo de agua. A concentragao sanguinea da glicose 
e medida antes do teste e por varias boras em intervales de 
30 minutes. Uma pessoa saudavel assimila a glicose rapida- 
mente, e o aumento no sangue nao e maior do que 9 a 10 
mM; muito pouca ou nenbuma glicose aparece na urina. No 
diabetes, a pessoa assimila muito pouco da dose-teste de 
glicose; o nivel do agucar no sangue aumenta drasticamen- 
te e retorna muito lentamente ao nivel do jejum. Uma vez 
que os niveis sanguineos de glicose excedem o limiar do rim 
(cerca de 10 mM), ela aparece tambem na urina. ■ 

RESUMO 23.3 Regula^ao hormonal do metabolismo 
energetico 

► A concentragao da glicose no sangue e regulada bor- 
monalmente. As flutuagoes na glicose sanguinea (nor- 
malmente de 60 a 90 mg/100 mL, ou quase 4,5 mM) 
devidas a ingestao dietetica ou ao exercicio extenuante 
sao contrabalangadas por uma grande variedade de al- 
teragoes no metabolismo de varies orgaos, provocadas 
bormonalmente. 

► Alta glicose sanguinea provoca a liberagao de insulina, 
que aumenta a captagao de glicose pelos tecidos e favo- 
rece o armazenamento de combustiveis sob a forma de 
glicogenio e triacilglicerois, enquanto inibe a mobiliza- 
gao dos acidos graxos no tecido adipose. 

► Baixa glicose sanguinea provoca a liberagao do gluca¬ 
gon, que estimula a liberagao da glicose a partir do glico¬ 
genio bepatico e modifica o metabolismo energetico no 
figado e no musculo no sentido de oxidar acidos graxos, 
poupando glicose para ser usada pelo cerebro. No jejum 
prolongado, os triacilglicerois tornam-se o combustivel 
principal; o figado converte acidos graxos em corpos ce- 
tonicos para exportar para outros tecidos, incluindo o 
cerebro. 

► A adrenalina prepara o corpo para um aumento de ati- 
vidade, mobilizando glicose a partir do glicogenio e de 
outros precursores e liberando-a no sangue. 

► 0 cortisol, liberado em resposta a uma grande variedade 
de estressores (incluindo baixa glicose sanguinea), esti¬ 
mula a gliconeogenese a partir de aminoacidos e glicerol 
no figado, aumentando a glicose sanguinea e contraba- 
langando os efeitos da insulina. 

► No diabetes, a insulina nao e produzida ou nao e reco- 
nbecida pelos tecidos, e a captagao da glicose a partir 
do sangue e comprometida. Quando os niveis de glicose 
sanguinea sao altos, ela e excretada. Os tecidos depen- 
dem entao de acidos graxos como combustivel (com 
produgao de corpos cetonicos) e degradam proteinas 
celulares para fornecer aminoacidos glicogenicos para 
a sintese de glicose. 0 diabetes nao controlado se carac- 
teriza por altos niveis de glicose no sangue e na urina e 
produgao e excregao de corpos cetonicos. 


23.4 Obesidade e regula^ao da massa corporal 

Na populagao dos Estados Unidos, 30% dos adultos 
sao obesos e outros 35% tern sobrepeso, conforme 


T 


definido em termos de indice de massa corporal (IMG), cal- 
culado como (massa em kg)/(altura em m)^. Um IMG abai- 
xo de 25 e considerado normal; uma pessoa com IMG de 25 
a 30 tern sobrepeso; IMG maior que 30 indica obesidade. 
A obesidade e uma ameaga a vida. Aumenta significativa- 
mente a cbance do desenvolvimento de diabetes tipo 2, as- 
sim como ataque cardiaco, acidente vascular cerebral e 
cancer de colo, mama, prostata e endometrio. Em conse- 
quencia, existe grande interesse em entender como a mas¬ 
sa corporal e o armazenamento de gordura no tecido adi- 
poso sao regulados. ■ 

Em uma primeira abordagem, a obesidade e o resulta- 
do da ingestao de mais calorias na dieta do que as gastas 
pelas atividades corporals que consomem combustivel. 0 
corpo lida de tres formas com o excesso de calorias dieteti- 
cas: (1) converte o excesso de combustivel em gordura e a 
armazena no tecido adiposo, (2) queima o excesso de com¬ 
bustivel em exercicio extra e (3) “desperdiga” combustivel, 
desviando-o para a produgao de calor (termogenese) pelas 
mitocondrias desacopladas. Nos mamiferos, um conjunto 
complexo de sinais hormonais e neuronals age para manter 
o equilibrio entre a captagao do combustivel e o gasto de 
energia, de modo a manter a quantidade de tecido adiposo 
em nivel adequado. Para se Ildar efetivamente com a obesi¬ 
dade, e necessario o conhecimento desses diferentes con¬ 
soles e equilibrios sob condigoes normals, e de como esses 
mecanismos homeostaticos podem falhar. 


0 tecido adiposo tern fun^es endocrinas importantes 

Uma hipotese inicial para explicar a homeostasia da massa 
corporal, o modelo da “retroalimentagao negativa da adipo- 
sidade”, postulava um mecanismo que inibe o comportamen- 
to alimentar e aumenta o gasto de energia quando o peso 
corporal excede um determinado valor (o ponto de ajuste); 
a inibigao e liberada quando o peso corporal cal abaixo do 
ponto de ajuste (Figura 23-32). Esse modelo prove que um 
sinal de retroalimentagao que se origina no tecido adiposo 
influencia os centros encefalicos que controlam o compor- 
tamento alimentar e a atividade (metabolica e motora). 0 
primeiro desses fatores (a leptina) foi descoberto em 1994, 
e pesquisas subsequentes revelaram que o tecido adiposo 
e um orgao endocrino importante que produz hormonios 
peptidicos, conhecidos como adipocinas. Podem agir lo- 
calmente (agao autocrina e paracrina) ou sistemicamente 
(agao endocrina), levando informagoes para outros tecidos 
e para o cerebro sobre a adequagao das reservas de energia 
(TAG) armazenadas no tecido adiposo. As adipocinas nor- 
malmente produzem mudangas no metabolismo energetico 
e no comportamento alimentar, as quais restauram as reser¬ 
vas adequadas de combustivel e mantem a massa corporal. 
Quando as adipocinas sao sub ou superproduzidas, o des- 
controle resultante pode levar a uma doenga muito grave. 

A leptina (do grego, leptos, “magro”) e uma adipocina 
(167 aminoacidos) que, ao alcangar o cerebro, age nos re- 
ceptores hipotalamicos e reduz o apetite. A leptina foi iden- 
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FIGURA 23-32 Modelo do ponto de ajuste para a manuten^ao da mas- 
sa constante. Quando a massa do tecido adiposo aumenta (linha tracejada), 
a leptina liberada inibe o consumo de alimentos e a sintese de gordura, esti- 
mulando a oxidapao dos acidos graxos. Quando a massa do tecido adiposo 
diminui (linha continua), a produpao reduzida da leptina favorece uma maior 
ingestao de alimento e uma redupao na oxidapao dos acidos graxos. 


tificada pela primeira vez, em camundongos de laboratorio, 
como o produto de um gene designado OB (obese). Os ca¬ 
mundongos com duas copias defeituosas do gene (genotipo 
oh/oh] as letras minusculas significam a forma mutante do 
gene) apresentam comportamento e fisiologia de animais 
em estado de feme constante, com elevados niveis plasma- 
ticos de cortisol; eles nao conseguem se manter aquecidos, 
exibem apetite incontido, tern crescimento anormal e nao 
se reproduzem. Em consequencia do apetite incontido, 
eles se tornam muito obesos, pesando ate tres vezes mais 
do que os camundongos normals (Figura 23-33). Tambem 
apresentam disturbios metabolicos muito semelhantes aos 
vistos no diabetes, e sao resistentes a insulina. Quando se 
injeta leptina nestes camundongos oh/oh, eles comem me- 
nos, perdem peso e aumentam sua atividade locomotora e 
a termogenese. 



FIGURA 23-33 Obesidade causada pela produ^ao defidente de lep¬ 
tina. Ambos os camundongos, que tern a mesma idade, tern defeitos no 
gene OB. 0 camundongo da direita foi injetado diariamente com leptina 
purificada e pesa 35 g. 0 camundongo da esquerda nao recebeu leptina, e 
consequentemente come mais e e menos ativo; ele pesa 67 g. 


Um segundo gene de camundongos, designado (dia- 
betico), tambem tern um papel na regulagao do apetite. 
Camundongos com duas copias defeituosas Qdb/db') sao 
obesos e diabeticos. 0 gene DB codifica o receptor de lep¬ 
tina. A fungao sinalizadora da leptina e perdida quando o 
receptor e defeituoso. 

0 receptor de leptina e expresso principalmente em 
regioes do cerebro que regulam o comportamento alimen- 
tar - neuronios do nucleo arqueado do hipotalamo (Figura 
23-34a). A leptina leva a mensagem de que as reservas de 
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FIGURA 23-34 Regula^ao hipotalamka da ingestao de alimento e do 
gasto de energia. (a) Papel do hipotalamo na sua interaqao com o tecido 
adiposo. 0 hipotalamo recede informaqao (leptina) do tecido adiposo e res- 
ponde com sinais neuronais para os adipocitos. (b) 0 efeito da estimulaqao 
neuronal inclui a ativaqao da proteina-cinase A que desencadeia a mobiliza- 
qao dos acidos graxos dos TAG e sua oxidapao desacoplada na mitocondria, 
gerando calor, mas nao ATP. 
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gordura sao suficientes, e promove uma redugao na capta- 
gao de combustivel e um aumento no gasto de energia. A 
interagao leptina-receptor no hipotalamo altera a liberagao 
de sinais neuronals para a regiao do cerebro que contro- 
la o apetite. A leptina tambem estimula o sistema nervoso 
simpatico, aumentando a pressao sangmnea, a frequencia 
cardiaca e a termogenese, pelo desacoplamento das mito- 
condrias dos adipocitos marrons (Figura 23-34b). Lembre 
que a termogenina, on UCP, forma um canal na membrana 
mitocondrial interna, que permite a reentrada de protons 
para a matriz mitocondrial sem passar pelo complexo da 
ATP-sintase. Isso permite a oxidagao continua de combus¬ 
tivel (acidos graxos nos adipocitos marrons) sem sintese de 
ATP, dissipando a energia na forma de calor e consumindo 
as calorias da dieta on as gorduras armazenadas em grandes 
quantidades. 

A leptina estimula a produce de hormonios peptidicos 
anorexigenicos 

Dois tipos de neuronios do nucleo arqueado controlam o 
influxo de combustivel e sen metabolismo (Figura 23-35). 
Os neuronios orexigenicos (estimuladores de apetite) es- 
timulam a ingestao de alimento pela produgao e liberagao 
do neuropeptideo Y (NPY), que faz o proximo neuronio 
do circuito enviar o sinal para o cerebro: coma! 0 nivel san- 
guineo do NPY aumenta durante o jejum, estando elevado 
em ambos os camundongos oh/oh e dh/dh. E provavel que a 
alta concentragao de NPY contribua para a obesidade nes¬ 
ses animals, que comem vorazmente. 


Efetores 

Musculo 

Tecido adiposo ) A 

Figado 



Sinais de Sinai de Sinai de 

adiposidade saciedade fome 


Os neuronios anorexigenicos (inibidores de apetite) 
no nucleo arqueado produzem o hormonio estimulante 
de melanocito a (a-MSH, de a-melanocyte-stimulating 
hormone] tambem conhecido como melanocortina), forma- 
do a partir de sen precursor polipeptidico, a pro-opiomela- 
nocortina (POMC; Figura 23-5). A liberagao do a-MSH faz o 
neuronio seguinte no circuito enviar o sinal para o cerebro: 
pare de comer! 

A quantidade de leptina liberada pelo tecido adiposo de- 
pende do numero e do tamanho dos adipocitos. Quando a 
perda de peso reduz a massa de tecido lipidico, os niveis de 
leptina no sangue diminnem, a produgao de NPY aumenta e 
o processo no tecido adiposo, mostrado na Figura 23-34, e 
revertido. 0 desacoplamento diminui, reduzindo a termoge¬ 
nese e poupando combustivel, e a mobilizagao de gordura e 
reduzida em resposta a redugao da sinalizagao pelo cAMP. 
0 consumo de maior quantidade de alimento, combinado 
com a utilizagao mais eficiente do combustivel, resulta na 
recuperagao das reservas no tecido adiposo, levando o sis¬ 
tema de volta ao equilibrio. 

A leptina tambem pode ser essencial ao desenvolvimen- 
to normal dos circuitos neuronals hipotalamicos. Em ca¬ 
mundongos, o crescimento das fibras nervosas a partir do 
nucleo arqueado durante o desenvolvimento cerebral inicial 
e diminuido na ausencia de leptina, afetando os sinais ore¬ 
xigenicos e (em menor gran) os sinais anorexigenicos do 
hipotalamo. E possivel que os niveis de leptina durante o 
desenvolvimento desses circuitos determinem os detalhes 
das conexoes deste sistema de regulagao. 

A leptina dispara uma cascata de sinaliza^o que regula 
a expressao genica 

0 sinal da leptina e transduzido por um mecanismo usado 
tambem pelos receptores de interferon e fatores de cres¬ 
cimento, o sistema JAK-STAT (Figura 23-36; ver Figu¬ 
ra 12-18). 0 receptor de leptina, que tern um unico seg- 
mento transmembrana, dimeriza quando a leptina se liga 
ao dominio extracelular de dois monomeros. Ambos os 
monomeros sao fosforilados pela Janus-cinase (JAK), 


FIGURA 23-35 Hormdnios que controlam a ingestao de alimento. No 

nucleo arqueado, dois grupos de celulas neurossecretoras recebem um sinal 
hormonal e liberam sinais neuronais para as celulas do musculo, do tecido 
adiposo e do figado. A leptina e a insulina sao liberadas do tecido adipo¬ 
so e do pancreas, respectivamente, em proporpao com a massa da gordura 
corporal. Os dois hormonios agem sobre as celulas neurossecretoras ano- 
rexigenicas e provocam a liberagao de a-MSH (hormonio estimulador de 
melanocitos); este hormonio envia o sinal a neuronios de segunda ordem 
no hipotalamo, os quais produzem sinais neuronais para comer menos e 
metabolizar mais combustivel. A leptina e a insulina tambem agem sobre as 
celulas neurossecretoras orexigenicas e inibem a liberagao de NPY, reduzin¬ 
do o sinal de "comer mais"enviado para os tecidos. Conforme descrito mais 
adiante no texto, o hormonio gastrico grelina estimula o apetite por ativar as 
celulas que expressam NPY; o PYY 3 _ 3 g, liberado pelo colo, inibe estes neuro¬ 
nios, reduzindo assim o apetite. Cada um dos tipos de celulas neurossecreto¬ 
ras inibe a produgao de hormonios pelo outro tipo, de forma que qualquer 
estimulo que ative as celulas orexigenicas inativa as celulas anorexigenicas, e 
vice-versa. Isto fortalece o efeito dos sinais de estimulagao. 
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FIGURA 23-36 O mecanismo JAK-STAT da transdu^ao de sinal da 
leptina no hipotalamo. A ligagao da leptina induz a dimerizagao do seu 
receptor, seguida pela fosforilagao de residues especificos deTyr no dominio 
citosolico do receptor, catalisada pela Janus-cinase (JAK). As STAT ligadas ao 
receptor de leptina fosforilado sao agora fosforiladas em residues deTyr por 
uma atividade distinta da JAK. As STAT dimerizam, ligando seus residues de 
©-Tyr fosforilados, e entram no nucleo. La se ligam a regioes reguladoras es- 
pecificas no DNA e alteram a expressao de determinados genes. Os produtos 
destes genes influenciam o comportamento alimentar e o gasto de energia 
do organismo. 


em um residue de Tyr de seu dominie intracelular. Os 
residues de ©-Tyr tornam-se locals de ancoragem para 
tres protemas que sao transdutores de sinal e ativado- 
res de transcrigao (STAT 3, 5 e 6; as vezes chamadas de 
fat-STATy As STAT ancoradas sao entao fosforiladas em 
residues de Tyr pela mesma JAK. Apos a fosforilagao, as 
STAT dimerizam e sao translocadas para o nucleo, onde 
se ligam a sequencias especificas no DNA e estimulam a 
transcrigao de genes-alvo, incluindo o gene da POMC, a 
partir do qual e produzido o a-MSH. 

0 aumento do catabolismo e da termogenese provocado 
pela leptina e devido em parte ao aumento da sintese da 
proteina desacopladora mitocondrial termogenina (produto 
do gene UCPl) nos adipocitos marrons. A leptina altera as 
transmissoes sinapticas dos neuronios no nucleo arqueado 
para o tecido adipose e outros tecidos, estimulando a sinte- 
se de termogenina pelo sistema nervoso simpatico. A libera- 
gao aumentada de noradrenalina resultante nesses tecidos 
age por meio dos receptores jSg-adrenergicos, estimulando 
a transcrigao do gene UCPl. 0 resultante desacoplamento 
da transference de eletrons da fosforilagao oxidativa con- 
some gordura e e termogenico (Figura 23-34). 

A obesidade humana seria o resultado de produgao 
insuficiente de leptina, sendo assim tratavel por injegoes 
desse hormonio? Os niveis sanguineos de leptina estao, na 
verdade, muito mais altos em animais obesos (incluindo os 


humanos) do que em animais com massa corporal normal 
(exceto, e claro, nos mutantes oh/oh, que nao produzem 
leptina). Alguns elementos a jusante no sistema de res- 
posta a leptina devem estar defeituosos nas pessoas obe- 
sas, e a elevagao de leptina e o resultado de uma tentativa 
(malsucedida) de superar a resistencia a leptina. Nos casos 
muito raros de humanos com obesidade extrema que tern 
um gene de leptina defeituoso (05), as injegoes de leptina 
resultam, de fato, em enorme perda de peso. Contudo, na 
imensa maioria das pessoas obesas, o gene OB esta intacto. 
Em testes clinicos, a injegao de leptina nao tern o efeito de 
redugao de peso observado nos camundongos obesos ob/ 
ob. A maioria dos casos de obesidade humana envolve, cla- 
ramente, um ou mais fat ores alem da leptina. 

0 sistema da leptina pode ter evoluido para regular a 
resposta a fome 

0 sistema da leptina provavelmente evoluiu para ajustar a 
atividade e o metabolismo animal durante periodos de je- 
jum e inanigao, e nao como um meio de restringir o ganho 
de peso. A redugao no nivel de leptina, provocada pela de- 
ficiencia nutricional, reverte os processos de termogenese 
ilustrados na Figura 23-34, permitindo a conservagao de 
combustivel. No hipotalamo, a redugao do sinal da lepti¬ 
na tambem provoca redugao na produgao do hormonio da 
tireoide (reduzindo o metabolismo basal), redugao na pro¬ 
dugao de hormonios sexuais (prevenindo a reprodugao) 
e aumento na produgao de glicocorticoides (mobilizando 
os recursos corporals geradores de combustivel). Por mi- 
nimizagao do gasto de energia e maximizagao do uso das 
reservas endogenas de energia, essas respostas mediadas 
pela leptina podem permitir a um animal sobreviver em 
periodos de grave privagao nutricional. No figado e no 
musculo, a leptina estimula a protema-cinase ativada 
por AMP (AMPK), a qual inibe a sintese de acidos graxos 
e ativa sua oxidagao, favorecendo os processos geradores 
de energia. 

A insulina age no nucleo arqueado, regulando a ingestao 
de alimento e a conservagao de energia 

A secregao de insulina pode refletir o tamanho das reservas 
de gordura (adiposidade) e o equilibrio do fluxo de energia 
(nivel de glicose no sangue). Alem de sua fungao endocrina 
em varies tecidos, a insulina age no sistema nervoso central 
(no hipotalamo) para inibir a ingestao de alimento (Figura 
23-35). Os receptores de insulina dos neuronios orexige- 
nicos do nucleo arqueado inibem a liberagao de NPY, e os 
receptores de insulina dos neuronios anorexigenicos esti¬ 
mulam a produgao de a-MSH, reduzindo, dessa forma, o 
influxo de combustivel e aumentando a termogenese. A in¬ 
sulina tambem envia sinais ao musculo, ao figado e ao teci¬ 
do adiposo, pelos mecanismos descritos na Segao 23.3, para 
aumentarem a conversao de glicose em acetil-CoA, forne- 
cendo o material de partida para a sintese de gordura. 

As agoes da leptina e da insulina nao sao totalmente 
independentes. A leptina torna as celulas do figado e do 
musculo mais sensiveis a insulina. Uma hipotese para ex- 
plicar esse efeito sugere interagao entre as tirosina-cinases 
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FIGURA 23-37 Provavel mecanismo para a intercomunica^ao entre 
os receptores de insulina e de leptina. 0 receptor de insulina tern ati- 
vidade intrinseca de tirosina-cinase (ver Figura 12-15), e o receptor de lepti¬ 
na, quando ocupado pelo seu ligante, e fosforilado por uma tirosina-cinase 
soluvel (JAK). Uma possivel explicagao para a interagao observada entre a 
insulina e a leptina e que ambas podem fosforilar o mesmo substrate - no 
caso mostrado aqui, o substrato-2 do receptor de insulina (IRS-2). Quando 
fosforilado, o IRS-2 ativa a RISK, o que tern consequencias a jusante, incluindo 
a inibigao da ingestao de alimento. 0 IRS-2 serve aqui como integrador do 
sinal dos dois receptores. 


ativadas pela leptina e aquelas ativadas pela insulina (Figu¬ 
ra 23-37); segundos mensageiros comuns as duas vias de 
sinalizagao permitem que a leptina desencadeie alguns dos 
mesmos eventos a jusante desencadeados pela insulina, por 
meio do substrato 2 do receptor de insulina (IRS-2, de in¬ 
sulin receptor suhstrate-2') e da fosfatidilinositol-3-cinase 
(PI3K) (ver Figura 12-16). 

A adiponectina age por meio da AMPK, aumentando a 
sensibilidade a insulina 

A adiponectina, hormonio peptidico (224 aminoacidos) 
produzido quase exclusivamente no tecido adiposo, e uma 
adipocina que sensibiliza outros orgaos para os efeitos da 
insulina, protege contra a aterosclerose e inibe respostas 
inflamatorias (adesao de monocitos, transformagao de ma- 
crofagos e proliferagao e migragao das celulas da muscula- 
tura lisa vascular). A adiponectina circula no sangue e tern 
efeito potente sobre o metabolismo dos acidos graxos e dos 
carboidratos no figado e no musculo. Ela aumenta a capta- 
gao de acidos graxos pelos miocitos, a partir do sangue, e a 
taxa da j8-oxidagao no musculo. Tambem bloqueia a sintese 
de acidos graxos e a gliconeogenese nos hepatocitos, e es- 
timula a captagao de glicose e seu catabolismo no figado e 
no musculo. 

Esses efeitos da adiponectina sao indiretos e nao total- 
mente compreendidos, mas a AMPK claramente controla 
muitos deles. A adiponectina, por meio de seu receptor 
na membrana plasmatica, causa a fosforilagao e a ativagao 
da AMPK. Lembre-se de que a AMPK e ativada por fato- 


res que sinalizam a necessidade de substituir o metabo¬ 
lismo de biossintese pelo de geragao de energia (Figura 
23-38). Quando ativada, a AMPK fosforila proteinas-alvo 
criticas para o metabolismo de lipideos e carboidratos, com 
profundos efeitos no metabolismo de todo o animal (Figu¬ 
ra 23-39). Os receptores de adiponectina estao presentes 
tambem no cerebro; o hormonio ativa a AMPK no hipotala- 
mo, estimulando a captagao de alimento e reduzindo o gas- 
to de energia. 

A acetil-CoA-carboxilase e uma enzima ativada pela 
AMPK no figado e no tecido adiposo branco. Essa enzima 
produz malonil-CoA, o primeiro intermediario comprome- 
tido com a sintese de acidos graxos. A malonil-CoA e um 
potente inibidor da enzima carnitina-aciltransferase I, que 
inicia o processo de j8-oxidagao pelo transporte dos acidos 
graxos para a mitocondria (ver Figura 17-6). A AMPK inibe 
a sintese de acidos graxos pela fosforilagao e inativagao da 
acetil-CoA-carboxilase, ao mesmo tempo em que alivia a ini¬ 
bigao (pela malonil-CoA) da /3-oxidagao (ver Figura 17-13). 
A sintese de colesterol tambem e inibida pela AMPK, que 
fosforila e inativa a HMG-CoA-redutase, enzima da via do co¬ 
lesterol (ver Figura 21-34). Da mesma forma, AMPK inibe a 
acido graxo-sintase e a aciltransferase, bloqueando efetiva- 
mente a sintese de triacilglicerois. Em resumo, a sintese dos 
lipideos e inibida e seu uso como combustivel e estimulado. 
Camundongos com o gene da adiponectina defeituoso 
sao menos sensiveis a insulina do que aqueles com adi¬ 


ponectina normal, e mostram baixa tolerancia a glicose: a 
ingestao de carboidratos causa um aumento duradouro na 
glicose sanguinea. Esses defeitos metabolicos sao semelhan- 
tes aos dos humanos com diabetes tipo 2, os quais tambem 
sao insensiveis a insulina e removem muito lentamente a 
glicose do sangue. De fato, pessoas com obesidade on diabe¬ 
tes tipo 2 tern niveis sanguineos de adiponectina mais baixos 
do que os controles nao diabeticos. Alem disso, os farmacos 
usados no tratamento do diabetes tipo 2 - as tiazolidinedio- 
nas, como a rosiglitazona (Avandia) e a pioglitazona (Actos) 
(p. 852) - aumentam a expressao do mRNA da adiponectina 
no tecido adiposo e aumentam os niveis sanguineos desse 


Processes que consomem ATP 
(biossintese, transporte, etc.) 



(oxidagao da glicose, dos acidos graxos, etc.) 


FIGURA 23-38 O papel da protema-cinase ativada por AMP (AMPK) 
na regulagao do metabolismo do ATP. 0 ADP produzido em reagoes 
biossinteticas e convertido em AMP pela adenilato-cinase. 0 AMP ativa a 
AMPK, que regula vias de geragao e de consume de ATP pela fosforilagao de 
enzimas-chave (ver Figura 23-39). 
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FIGURA 23-39 Forma^ao de adiponectina e suas aqoes por meio da 
AMPK. 0 jejum prolongado ou a inanigao resultam na redugao das reser- 
vas de triacilglicerois no tecido adiposo, o que desencadeia a produgao de 
adiponectina e sua liberagao dos adipocitos. A elevagao da adiponectina 
plasmatica age por meio de seus receptores de membrana plasmatica em 
varios orgaos e tipos celulares, inibindo processes que consomem energia 
e estimulando processes geradores de energia. A adiponectina age no ce- 
rebro, por meio de seus receptores, estimulando a ingestao de alimentos e 
inibindo a atividade fisica que consome energia e a termogenese na gordura 
marrom. Este hormonio exerce seus efeitos metabolicos por ativar a AMPK, 
que regula (por fosforilagao) enzimas especificas em processes metaboli- 


hormonio em animais de experimentagao; eles tambem ati- 
vam a AMPK (Figura 23-39). (Em 2011, a FDA concluiu que 
o use da Avandia foi associado com um aumento do risco de 
ataque cardiaco, e por isso limitou o uso do farmaco aqueles 
pacientes diabeticos para os quais outros tratamentos dispo- 
niveis nao eram efetivos). A adiponectina parece ser uma li- 
gagao importante entre o diabetes tipo 2 e seu mais impor- 
tante fator de predisposigao, a obesidade. ■ 

A atividade de mTORCI coordena o crescimento celular 
com 0 fornecimento de nutrientes e energia 

A atividade de uma segunda proteina-cinase nova auxilia 
na mediagao da proliferagao celular e no aumento do tama- 
nho da celula em resposta aos fatores de crescimento e a 
disponibilidade de nutrientes e energia. A Ser/Thr- cinase 
mTORCI, altamente conservada, e ativada por forneci¬ 
mento abundante de nutrientes e energia (tal como altas 
concentragoes de aminoacidos de cadeia ramificada). Essa 
proteina, quando ativada, fosforila varios fatores de trans- 
crigao, levando ao aumento na expressao de genes que co- 
dificam enzimas da sintese de lipideos e proliferagao mito- 
condrial e aumento da biogenese de ribossomos (Figura 


cos essenciais (ver Figura 15-8). PFK-2, fosfofrutocinase-2; GFUTl e GFUT4, 
transportadores de glicose; FAS 1, acido graxo-sintase 1; ACC, acetil-CoA-car- 
boxilase; HSF, lipase sensivel a hormonio; HMGR, HMG-CoA-redutase; GPAT, 
aciltransferase; GS, glicogenio-sintase; eEF2, fator 2 de alongamento de eu- 
cariotos (necessario para a sintese proteica; ver Capitulo 27); mTORl, alvo de 
rapamicina de mamiferos (proteina-cinase que regula a sintese proteica com 
base na disponibilidade de nutrientes; ver Figura 23-40). Farmacos como as 
tiazolidinedionas ativam o fator de transcriqao PPARy (ver Figures 23-41 e 
23-42), o qual promove a sintese da adiponectina, ativando indiretamente a 
AMPK. 0 exercicio tambem estimula a AMPK, por meio da conversao de ATP 
em ADP e AMP. 


23-40). 0 jejum resulta na inativagao de mTORCI, levando 
ao aumento da degradagao de proteinas e glicogenio no fi- 
gado e no musculo e mobilizagao de triglicerideos do tecido 
adiposo. A ativagao cronica de mTORCI por excesso de ali- 
mento resulta em deposigao excessiva de triglicerideos no 
tecido adiposo e tambem no figado e musculo. Esse acumu- 
lo anormal de lipideos no figado e no musculo pode contri- 
buir para a insensibilidade a insulina e para o diabetes tipo 
2, conforme descrito na Segao 23-5. Mutagoes que levam a 
produgao de mTORCI constantemente ativada sao tambem 
comumente associadas com canceres em humanos. 

A dieta regula a expressao de genes essenciais para a 
manuten^ao da massa corporal 

As proteinas de uma familia de fatores de transcrigao ati- 
vados por ligantes, os receptores ativados por prolife- 
radores de peroxissomos (PPAR, de peroxisome proli¬ 
fer ator-activated receptors'), respondem a mudangas nos 
lipideos da dieta com a alteragao da expressao de genes 
envolvidos no metabolismo de gorduras e de carboidra- 
tos. Esses fatores de transcrigao foram reconhecidos ini- 
cialmente por seu papel na sintese de peroxissomos - dai 
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FIGURA 23-40 mTORCl estimula o crescimento e a 
proiifera^ao ceiuiar quando a nutri^ao adequada 
esta disponfvel. mTORCl e uma proteina-cinase Ser/ 
Thr ativada por fatores de crescimento e metabolitos 
que sinalizam uma nutripao adequada. Pela fosforilapao 
de proteinas-alvo essenciais, mTORCl ativa a produpao 
de energia (ATP e NADPH) para a biossintese e estimula a 
sintese de proteinas e lipideos, permitindo o crescimen¬ 
to e a proliferapao celular. 
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seu nome. Seus ligantes normais sao acidos graxos ou seus 
derivados, mas tambem se ligam a agonistas sinteticos e 
podem ser ativados experimentalmente por manipulagao 
genetica. PPARa, PPAR6 e PPARy sao membros dessa su- 
perfamilia de receptores nucleares. Eles agem no nucleo, 
formando heterodimeros com outro receptor nuclear, o 
RXR (receptor retinoide X, de retinoid X receptor '), ligan- 
do-se a regioes reguladoras no DNA proximas aos genes 
sob seu controle e alterando a taxa de transcrigao desses 
genes (Figura 23-41). 
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0 PPARy, expresso principalmente no 
figado e no tecido adiposo (marrom e bran- 
co), esta envolvido na ativagao de genes 
necessaries para a diferenciagao de fibro- 
blastos em adipocitos, e de genes que codificam proteinas 
necessarias para a sintese e o armazenamento de lipideos 
nos adipocitos (Figura 23-42). 0 PPARy e ativado pelos 
farmacos do tipo tiazolidinedionas, que sao usados no trata- 
mento do diabetes tipo 2 (discutido adiante). 

0 PPARcr e expresso no figado, no rim, no coragao, no 
musculo esqueletico e no tecido adiposo marrom. Os ligan¬ 
tes que ativam esse fator de transcrigao incluem os eico- 
sanoides, os acidos graxos livres e uma classe de farmacos 
chamados de fibratos, como o fenofibrato (TriCor) e o ci- 
profibrato (Modalim), usados no tratamento de doengas 
coronarianas por aumentarem a HDL e reduzirem os triacil- 
glicerois do sangue. Nos hepatocitos, o PPARo: ativa os ge¬ 
nes necessaries para a captagao e a j8-oxidagao dos acidos 
graxos e a formagao dos corpos cetonicos durante o jejum. 

0 PPAR6 e o PPARjS sao reguladores-chave da oxi- 
dagao das gorduras, que agem detectando alteragoes na 
dieta lipidica. 0 PPAR6 age no figado e no musculo, es- 
timulando a transcrigao de, pelo menos, nove genes que 
codificam proteinas envolvidas na /3-oxidagao e na dissi- 
pagao da energia por meio do desacoplamento das mito- 
condrias. Camundongos normais superalimentados com 
dieta altamente lipidica acumulam quantidades massivas 
de gordura branca, e goticulas de gordura se acumulam no 
figado. No entanto, quando o mesmo experimento de su- 
peralimentagao e realizado com camundongos com PPAR6 
geneticamente alterado para estar sempre ativo, o acumu- 
lo de gordura nao acontece. Em camundongos com recep¬ 
tor de leptina nao funcional Qdb/db ), o PPAR6 ativado im¬ 
pede o desenvoMmento da obesidade que, case contrario, 
ocorreria. 0 estimulo pelo PPAR6 da degradagao dos aci¬ 
dos graxos em mitocondrias desacopladas causa deplegao 
das gorduras, perda de peso e termogenese. Visto dessa 
forma, a termogenese e tanto um meio do organismo se 
manter aquecido quanto uma defesa contra a obesidade. 
PPAR6 e, claramente, um alvo potencial para farmacos no 
tratamento da obesidade. 


I- 

I-1 Gene regulado 

Elemento de resposta (sequencia 
de DNA que regula a transcrigao 
em resposta ao ligante L de PPAR) 

FIGURA 23-41 Modo de agao dos PPAR. Os PPAR sao fatores de transcri¬ 
gao que, ao interagirem com seu ligante cognato (L), formam heterodimeros 
com o receptor nuclear RXR. 0 dimero se liga a regioes especificas do DNA, 
conhecidas como elementos de resposta, estimulando a transcrigao dos ge¬ 
nes destas regioes. 


0 comportamento alimentar e influenciado a curto 
prazo por grelina e PYYjjg 

A grelina e um hormonio peptidico (28 aminoacidos) 
produzido pelas celulas que revestem o estomago. Origi- 
nalmente, foi reconhecido como o estimulo para a libera- 
gao do hormonio do crescimento (ghre e a raiz protoindo- 
-europeia de “crescer”); posteriormente, se mostrou um 
potente estimulante do apetite, que funciona em escala 























PRINCIPIOS DE BlOQUIMICA DE LEHNINGER 967 


Fi'gado 



Oxidagao de acidos graxos 
Resposta ao jejum 


Smtese e 
armazenamento 
de gordura 


Tecido adiposo 



Smtese e 
armazenamento 
de gordura 

Produgao de adipocinas 


Oxida^ao de 
acidos graxos 
Termogenese 


PPARa 



PPARy — 


W 


PPAR6-- 




Oxida^ao de 
acidos graxos 


Sensibilidade 
a insulina 



Musculo 


Oxida^ao de 
acidos graxos 
Termogenese 


FIGURA 23-42 Integra^ao metabolica pelos 
PPAR. As tres isoformas do PPAR regulam a ho- 
meostasia da glicose e dos lipideos por meio de 
seus efeitos coordenados sobre a expressao ge- 
nica no figado, no musculo e no tecido adiposo. 
PPARa e PPAR6 (e sua isoforma mais intimamente 
relacionada, PPARjS) regulam a utilizagao dos lipi¬ 
deos; PPARy regula o armazenamento dos lipi¬ 
deos e a sensibilidade de varies tecidos a insulina. 


de tempo mais curta (entre as refeigoes) do que a lep- 
tina e a insulina. Os receptores de grelina estao localiza- 
dos na hipofise (provavelmente mediando a liberagao do 
hormonio do crescimento) e no hipotalamo (afetando o 
apetite), bem como no musculo cardiaco e no tecido adi¬ 
poso. A grelina atua por meio de um receptor acoplado 
a proteina G para gerar o segundo mensageiro IP 3 , que 
controla sua agao. A concentragao de grelina no sangue 
varia entre as refeigoes, atingindo um pico imediatamen- 
te antes da refeigao e diminuindo rapidamente logo apos 
(Figura 23-43). A injegao de grelina em humanos produz 
sensagao imediata de intensa fome. Pessoas com a sindro- 
me de Prader-Willi, cujos niveis de grelina no sangue sao 
extremamente altos, tern apetite incontrolavel, levando a 
extrema obesidade que, com frequencia, resulta em mor- 
te antes dos 30 anos. 

0 PYY 3.36 e um hormonio peptidico (2 residuos Y ami- 
noterminais mais 34 aminoacidos) secretado pelas celulas 
endocrinas que revestem o intestine delgado e o colo, em 
resposta a chegada do alimento vindo do estomago. 0 nivel 
de PYY 3.36 no sangue aumenta apos uma refeigao e se man- 
tem alto por algumas horas. Ele e levado pelo sangue para 
o nucleo arqueado, onde age nos neuronios orexigenicos, 
inibindo a liberagao de NPY e reduzindo a fome (Figura 23- 
35). Humanos injetados com PYY 3 . 3 g sentem pouca fome e 
se alimentam menos que o normal por cerca de 12 horas. 


FIGURA 23-43 Varia^ao das concentra^des sangumeas de glicose, 
grelina e insulina com rela^ao aos horarios das refei^es. (a) Os ni¬ 
veis plasmaticos de grelina aumentam bruscamente imediatamente antes 
da bora normal das refeigoes (7 h desjejum, 12 h almogo, 17:30 h jantar) e 
diminuem rapidamente logo apos as refeigoes, acompanhando a sensagao 
subjetiva de fome. (b) Os niveis de glicose aumentam bruscamente apos 
uma refeigao, (c) seguidos imediatamente por um aumento dos niveis de 
insulina, em resposta ao aumento da concentragao sanguinea da glicose. 
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Os simbiontes microbianos do intestine influenciam no 
metabolismo energetico e na adipogenese 

Os individuos magros e os obesos tern diferentes combina- 
goes de simbiontes microbianos no intestino. A investiga- 
gao dessa observagao levou a descoberta que determinados 
microrganismos do intestino liberam produtos de fermen- 
tagao, a saber, acidos graxos de cadeia curta na forma de 
acetate, propionate, butirato e lactato, que entram na cor- 
rente sanguinea e desencadeiam mudangas metabolicas no 
tecido adipose. 0 propionate, por exemplo, conduz a ex- 
pansao da TAB por sua agao sobre os receptores acoplados 
a proteina G (GPR43 e GPR41) na membrana plasmatica 
de varies tipos celulares, incluindo adipocitos. Esses recep¬ 
tores desencadeiam a diferenciagao de celulas precursoras 
em adipocitos e inibem a lipolise em adipocitos ja existen- 
tes, levando a um aumento na massa TAB-obesidade. 

Esses achados sugerem abordagens possiveis para a 
prevengao da obesidade, envolvendo a alteragao na com- 
posigao da comunidade microbiana no intestino, tanto pela 
adigao direta de especies microbianas (probioticos) que 
nao favorecem a adipogenese, como pela adigao de nutrien- 
tes dieteticos (prebioticos) que favorecem a dominancia 
dos microbios probioticos. Por exemplo, determinados po- 
limeros de frutose (frutanos) nao digeridos pelos animals, 
favorecem essa comunidade microbiana em camundongos 
e levam a uma redugao do armazenamento de gordura na 
TAB e no figado (e a uma redugao na sensibilidade a in- 
sulina associada com obesidade e deposigao de lipideos no 
figado; ver adiante). 

As celulas endocrinas presentes no revestimento do 
trato gastrintestinal secretam produtos - os peptideos ano- 
rexigenicos PYYg.gg e o peptideo-1 semelhante ao glucagon 
CGLP-1) e o peptideo orexigenico grelina - que modula a 
ingestao de alimento e o gasto de energia no animal. A in- 
teragao com microbios especificos, ou com sens produtos 
de fermentagao no intestino, pode ser o gatilho para a libe- 
ragao desses peptideos. A investigagao dos efeitos da dieta 
sobre os simbiontes microbianos do intestino, e dos efeitos 
dos produtos microbianos sobre o metabolismo e a adipo¬ 
genese, pode levar a uma compreensao mais aprofundada 
dos efeitos da dieta e dos simbiontes microbianos sobre o 
desenvolvimento da obesidade e de suas sequelas patologi- 
cas, a sindrome metabolica e o diabetes tipo 2. 

Provavelmente, esse sistema interligado de controles 
neuroendocrinos da ingestao de alimento e do metabolismo 
evoluiu como protegao contra a fome e para eliminar o acu- 
mulo contraproducente de gordura (obesidade extrema). A 
dificuldade que a maioria das pessoas encontra na tentati- 
va de perder peso e prova da admiravel efetividade desses 
controles. 

RESUMO 23.4 Obesidade e regulagao da massa corporal 

► A obesidade esta se tornando comum nos Estados Uni- 
dos e em outros paises desenvoMdos, e predispoe a po- 
pulagao a varias condigoes que ameagam a vida, incluin¬ 
do doenga cardiovascular e diabetes tipo 2. 

► 0 tecido adiposo produz leptina, hormonio que regula o 
comportamento alimentar e o gasto de energia de forma 
a manter as reservas adequadas de gordura. A produgao 


e a liberagao de leptina aumentam com o numero e o 
tamanho dos adipocitos. 

► A leptina age em receptores no nucleo arqueado do hi- 
potalamo, causando a liberagao dos peptideos anorexi- 
genicos (supressores de apetite), incluindo o a-MSH, 
que age no cerebro de modo a inibir o comportamento 
alimentar. A leptina tambem estimula a agao do sistema 
nervoso simpatico sobre os adipocitos, levando ao desa- 
coplamento da fosforilagao oxidativa mitocondrial, com 
consequente termogenese. 

► 0 mecanismo de transdugao de sinal da leptina envolve 
a fosforilagao do sistema JAK-STAT. Fosforiladas pela 
JAK, as STAT se ligam a regioes reguladoras no DNA 
nuclear e alteram a expressao de genes que codificam 
proteinas que ajustam o nivel da atividade metabolica e 
determinam o comportamento alimentar. A insulina age 
em receptores no nucleo arqueado, com resultados se- 
melhantes aos causados pela leptina. 

► 0 hormonio adiponectina estimula a captagao e a oxi- 
dagao de acidos graxos e inibe sua sintese. Ele tambem 
sensibiliza o musculo e o figado a insulina. As agoes da 
adiponectina sao mediadas pela AMPK, que tambem e 
ativada por baixa [AMP] e exercicio. 

► A grelina, hormonio produzido no estomago, age sobre 
neuronios orexigenicos (estimulantes do apetite) no nu¬ 
cleo arqueado, provocando fome antes de uma refeigao. 
0 PYYg.gg, um hormonio peptidico do intestino, age no 
mesmo local para reduzir a fome apos uma refeigao. 

► Os tipos especificos de simbiontes microbianos no in¬ 
testino podem influenciar a adipogenese, o aumento na 
massa da gordura corporal. 


23.5 Obesidade, sindrome metabolica e 
diabetes tipo 2 


No mundo industrializado, onde a oferta de alimentos 
e mais do que suficiente, existe uma crescente epide- 
mia de obesidade e de diabetes tipo 2 associado a ela. Em 
torno de 300 milhoes de pessoas em todo o mundo tern dia¬ 
betes atualmente e projegoes razoaveis predizem um au¬ 
mento drastico no numero de cases na proxima decada, em 
consequencia da epidemia mundial de obesidade. A patolo- 
gia do diabetes inclui doenga cardiovascular, insuficiencia 
renal, cegueira, restabelecimento insatisfatorio das extre- 
midades que requerem amputagoes e neuropatia. No ano 
2011, a mortalidade global devido ao diabetes foi estimada 
em 4 milhoes, um numero que, com certeza, aumentara nos 
proximos anos. E essencial compreender o diabetes tipo 2 e 
sua relagao com a obesidade, e encontrar medidas defensi- 
vas que previnam ou revertam os danos causados por essa 
doenga. ■ 


No diabetes tipo 2, os tecidos se tornam insensiveis 
a insulina 


A caracteristica do diabetes tipo 2 e o desenvolvimen¬ 
to de resistencia a insulina: estado no qual e neces- 
sario mais insulina para realizar os mesmos efeitos biologi- 
cos produzidos no estado sadio normal por uma quantidade 
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mais baixa do hormonio. Nos estagios iniciais da doenga, as 
celulas j8 pancreaticas secretam insulina suficiente para su- 
perar a sensibilidade reduzida ao hormonio apresentada 
pelo musculo e pelo figado. As celulas /3, porem, finalmente 
falham, e a falta de insulina torna-se aparente pela incapaci- 
dade do corpo de regular a glicose sanguinea. 0 estagio in- 
termediario que precede o diabetes tipo 2 e, as vezes, deno- 
minado smdrome metabolica, ou smdrome X. Essa 
sindrome e caracterizada por obesidade, especialmente no 
abdome; hipertensao (pressao sanguinea alta); lipideos 
sanguineos anormais (altos TAG e LDL, baixa HDL); glicose 
sanguinea levemente elevada; e uma capacidade reduzida 
de remover a glicose sanguinea em um teste de tolerancia a 
glicose. As pessoas com sindrome metabolica apresentam, 
com frequencia, alteragoes nas proteinas sanguineas, asso- 
ciadas com coagulagao anormal (alta concentragao de fibri- 
nogenio) ou inflamagao (alta concentragao de peptideo C 
reativo, a qual aumenta com a resposta inflamatoria). Cerca 
de 27% da populagao adulta nos Estados Unidos apresen¬ 
tam esses sintomas da sindrome metabolica. 

0 que predispoe os individuos com sindrome metabolica 
a desenvolver diabetes tipo 2? De acordo com a hipotese da 
“toxicidade lipidica” (Figura 23-44), a agao do PPARy so- 
bre os adipocitos normalmente mantem as celulas prepara- 
das para sintetizar e armazenar triacilglicerois - os adipoci¬ 


tos sao sensiveis a insulina e produzem leptina, o que leva a 
deposigao intracelular continua de TAG. Contudo, o exces- 
so de ingestao calorica em pessoas obesas faz os adipocitos 
ficarem repletos de TAG, tornando o tecido adipose incapaz 
de receber uma demanda aumentada para estocar TAG. 0 
tecido adipose replete de lipideos libera fatores proteicos 
que atraem macrofagos que se infiltram no tecido e podem 
chegar a representar, em massa, ate 50% do tecido adipose. 
Os macrofagos desencadeiam a resposta inflamatoria, que 
prejudica a deposigao dos acidos graxos nos adipocitos e 
favorece sua liberagao para o sangue. Esse excesso de aci¬ 
dos graxos entra nas celulas hepaticas e musculares, onde e 
convertido em TAG que se acumulam como goticulas lipidi- 
cas. Essa deposigao ectopica (do grego ektopos, “fora de lu- 
gar”) de TAG leva a insensibilidade a insulina no figado e no 
musculo, a caracteristica do diabetes tipo 2. Alem disso, de 
acordo com essa hipotese, acidos graxos e TAG em excesso 
sao toxicos para o figado e o musculo. Algumas pessoas sao 
menos adaptadas geneticamente para lidar com essa carga 
de lipideos ectopicos, sendo mais suscetiveis ao dano celu- 
lar que leva ao desenvoMmento do diabetes tipo 2. A resis- 
tencia a insulina provavelmente envolve prejuizo de varies 
mecanismos pelos quais o hormonio atua no metabolismo, 
que incluem alteragoes nos niveis proteicos e alteragoes 
nas atividades das enzimas de sinalizagao e dos fatores de 
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FIGURA 23-44 A sobrecarga de triglicerfdeos nos adipocitos de- 
sencadeia inflamagao do tecido adiposo, deposigao ectopica de 
lipideos e resistencia a insulina no musculo. Em um individuo com 
massa corporal saudavel, a captapao do triacilglicerol (TAG) da dieta iguala 
sua oxidapao para produpao de energia. Em individuos com sobrepeso, o 
excesso de ingestao calorica resulta em adipocitos aumentados, repletos 
deTAG e incapazes de estocar mais. Os adipocitos aumentados secretam 
MCP-1 (proteina-1 de quimiotaxia de monocitos), e atraem macrofagos. 
Estes se infiltram no tecido adiposo e produzem TNE-o: (fator a de necrose 
tumoral), que desencadeia degradapao dos lipideos e liberapao dos aci¬ 
dos graxos na corrente sanguinea. Os acidos graxos liberados do tecido 
adiposo entram nas celulas musculares, onde se acumulam como peque- 
nas goticulas de gordura. Este armazenamento ectopico de lipideos de 


alguma forma causa resistencia a insulina, talvez por engatilhar proteina- 
-cinases ativadas por lipideos que inativam algum elemento da via de si- 
nalizapao da insulina. Os transportadores de glicose GLUT4 deixam a su¬ 
perficie da celula muscular, impedindo a entrada da glicose no musculo; 
os miocitos tornam-se resistentes a insulina e, por isso, nao podem usar 
a glicose sanguinea como combustivel, de modo que os acidos graxos 
sao mobilizados do tecido adiposo e tornam-se o combustivel principal. 
0 influxo de acidos graxos aumentado no musculo leva a uma deposipao 
ectopica de lipideos. Em alguns individuos a resistencia a insulina evolui 
para diabetes tipo 2. Outros individuos sao geneticamente menos sus¬ 
cetiveis aos efeitos deleterios da deposipao ectopica de lipideos ou sao 
geneticamente mais equipados para lidar com essa deposipao e nao de- 
senvolvem o diabetes. 
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transcrigao. Por exemplo, tanto a sintese de adiponectina 
pelos adipocitos como seus mveis sangmneos decrescem 
com a obesidade, e aumentam com a perda de peso. 

Sabe-se que varios farmacos efetivos no aumento da 
sensibilidade a insulina no diabetes tipo 2 agem sobre pro- 
teinas especificas nas vias de sinalizagao, e seus efeitos sao 
consistentes com o modelo de lipotoxicidade. As tiazolidi- 
nedionas se ligam ao PPARy, ativando um conjunto de ge¬ 
nes especificos de adipocitos e promovendo a diferenciagao 
dos pre-adipocitos em adipocitos pequenos, aumentando a 
capacidade corporal de absorver acidos graxos da dieta e de 
armazena-los como TAG. 

Existem fatores geneticos que claramente predispoem 
para o diabetes tipo 2. Embora 80% das pessoas com dia¬ 
betes tipo 2 sejam obesas, a maioria das pessoas obesas nao 
desenvolve a doenga. Devido a complexidade dos mecanis- 
mos reguladores que foram discutidos neste capitulo, nao 
e surpreendente que a genetica do diabetes seja comple- 
xa, envolvendo interagoes entre genes variantes e fatores 
ambientais, incluindo dieta e estilo de vida. Pelo menos 10 
loci geneticos ja foram implicados com o diabetes tipo 2; 
variagoes isoladas em qualquer desses “diabetogenes” cau- 
sam um aumento relativamente pequeno na probabilidade 
de desenvolver a doenga. Por exemplo, pessoas com PPARy 
variante no qual um residuo de Ala substitui uma Pro na 
posigao 12 tern um aumento leve, embora significativo, no 
risco de desenvolver a doenga. ■ 

0 diabetes tipo 2 e controlado com dieta, 
exercicio e medica^ao 


mentar, exercicio regular e farmacos que aumentam a pro- 
dugao de insulina ou a sensibilidade ao hormonio. A restri- 
gao alimentar (e a perda de peso que a acompanha) reduz 
a carga total de acidos graxos controlaveis. A composigao 


Os estudos mostram que tres fatores aumentam a 
saude das oessoas com diabetes tino 2: restricao ali- 


lipidica da dieta influencia, por meio dos PPAR e outros 
fatores de transcrigao, a expressao de genes que codificam 
protemas envoMdas na oxidagao dos acidos graxos e no 
gasto de energia via termogenese. 0 exercicio ativa a 
AMPK, como o faz a adiponectina; a AMPK altera o meta- 
bolismo no sentido da oxidagao da gordura e ao mesmo 
tempo inibe sua sintese. 

Varias classes de farmacos sao utilizados no manejo do 
diabetes tipo 2, alguns dos quais ja foram previamente dis¬ 
cutidos no capitulo (Tabela 23-7). As sulfonilureias agem 
sobre os canals de controlados por ATP em celulas j8 
pancreaticas e estimulam a liberagao de insulina. Bigua- 
nidas como a metformina (Glicofage) ativam a AMPK, mi- 
metizando os efeitos da adiponectina. As tiazolidinedionas 
agem por meio de PPARy, aumentando a concentragao de 
adiponectina no plasma e estimulando a diferenciagao dos 
adipocitos, de forma a aumentar a capacidade de armazena- 
mento de TAG. Os inibidores da protease IV de dipeptideos 
(DPP IV, de dipeptide protease IV) previnem a degradagao 
proteolitica do GLP-1, hormonio peptidico produzido no in- 
testino e que estimula a secregao pancreatica de insulina. A 
inibigao da peptidase prolonga a agao do GLP-1, aumentan¬ 
do efetivamente a secregao da insulina. 

A combinagao entre perda de peso e exercicio e a for¬ 
ma recomendada para prevenir o desenvolvimento da 
sindrome metabolica e do diabetes tipo 2. Resultados re- 
centes relacionados com TAM em adultos sugerem uma 
possibilidade interessante para ajudar na perda de peso 
e na redugao da quantidade de TAG que deve ser arma- 
zenada. A proteina PRDM16 tern uma alta expressao no 
tecido adiposo marrom, e talvez unicamente nesse tecido. 
A PRDM16, quando superexpressada no tecido adiposo de 
camundongos, induz a diferenciagao de pre-adipocitos do 
tecido adiposo branco em adipocitos marrons, com altos 
niveis de termogenina e respiragao desacoplada. Tais ce¬ 
lulas, em principio, podem consumir acidos graxos acima 
da quantidade necessaria para a produgao de ATP, conver- 


TABELA 23-7 


Tratamentos para o diabetes melito tipo 2 


Interven^ao/tratamento 

Alvo direto 

Efeito do tratamento 

Perda de peso 

Tecido adiposo; reduz conteudo 
deTAG 

Reduz a carga lipidica; aumenta a capacidade de 
armazenamento lipidico no tecido adiposo; restaura 
a sensibilidade a insulina 

Exercicio 

AMPK, ativada pelo aumento de 
[AMP]/[ATP] 

Auxilia na perda de peso ver Figura 23-39; 

Sulfonilureias: glipizida (Glucotrol), gliburida 
(varias marcas), glimepirida (Amaryl) 

Celulas j8 pancreaticas; canals de 
K^ bloqueados 

Estimula a secregao de insulina pelo pancreas; ver 
Figura 23-27 

Biguanidas: metformina (Glicofage) 

AMPK, ativada 

Aumenta a captagao da glicose pelo musculo; reduz 
a produgao de glicose no figado 

Tiazolidinedionas: troglitazona (Rezulin),* 
rosiglitazona (Avandia),^pioglitazona (Actos) 

PPARy 

Estimula a expressao de genes, potencializando a 
agao da insulina no figado, no musculo e no tecido 
adiposo; aumenta a captagao de glicose; reduz a 
sintese de glicose no figado 

Moduladores de GLP-1: exenatida (Byetta), 
sitagliptina (Januvia) 

Peptideo-1 do tipo glucagon, 
protease IV de dipeptideo 

Intensifica a secregao de insulina pelo pancreas 


*Voliintariamente retirada do mercado devido aos efeitos colaterais. 

^ Prescrigoes restritas a pacientes que nao respondem a outros tratamentos devido ao possivel aumento de risco de doenga cardiovascular. 
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tendo em calor a energia da oxidagao. Dada a difusao e a 
ocorrencia aumentada do diabetes tipo 2 , a possibilidade 
de estimular a oxidagao das gorduras pela ativagao do TAM 
certamente merece ser explorada. ■ 

RESUMO 23.5 Obesidade, smdrome metabolica e 
diabetes tipo 2 

► A smdrome metabolica, que inclui obesidade, hiperten- 
sao, lipideos sanguineos elevados e resistencia a insuli- 
na, frequentemente e o preludio do diabetes tipo 2 . 

► A resistencia a insulina que caracteriza o diabetes tipo 2 
pode ser uma consequencia do armazenamento anormal 
de lipideos no musculo e no figado, em resposta a uma 
ingestao lipidica que nao pode ser acomodada no tecido 
adiposo. 

► A expressao de enzimas para sintese lipidica esta sob 
regulagao firme e complexa. Os PPAR sao fatores de 
transcrigao que determinam a taxa de sintese de muitas 
enzimas envolvidas no metabolismo lipidico e na dife- 
renciagao dos adipocitos. 

► Os tratamentos efetivos do diabetes tipo 2 incluem 
exercicio, dieta adequada e farmacos que aumentem a 
produgao de insulina on a sensibilidade ao hormonio. 
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Problemas 

1. Atividade dos hormonios peptidicos. Explique como 
dois hormonios peptidicos tao semelhantes estruturalmente 
quanto a ocitocina e a vasopressina podem ter efeitos tao di- 
versos (ver Figura 23-9). 

2. ATP e fosfocreatina como fontes de energia para 
o musculo. Durante a contragao muscular, a concentragao 
de fosfocreatina no musculo esqueletico diminui, enquanto a 
concentragao de ATP permanece razoavelmente constante. 
No entanto, em um experimento classico, Robert Davies des- 
cobriu que, se tratasse primeiro o musculo com l-fluoro-2,4- 
-dinitrobenzeno (p. 98), a concentragao de ATP declinaria 
rapidamente, enquanto a concentragao de fosfocreatina per- 
maneceria constante durante uma serie de contragoes. Sugira 
uma explicagao. 

3. Metabolismo do glutamato uo cerebro. 0 tecido cere¬ 
bral capta glutamato do sangue, o transforma em glutamina e 
libera a glutamina no sangue. Qual o resultado dessa conversao 
metabolica? Como ela ocorre? A quantidade de glutamina pro- 
duzida no cerebro pode, na verdade, exceder a quantidade de 
glutamato que ali chega a partir do sangue. Como surge essa 
glutamina extra? (Dica: voce pode querer revisar o catabolismo 
dos aminoacidos no Capitulo 18; lembre-se de que o NH 4 ^ e 
muito toxico para o cerebro.) 

4. As protemas como combustivel duraute o jejum. 

Quando as protemas musculares sao catabolizadas no musculo 
esqueletico durante um jejum, quais os destinos dos aminoa¬ 
cidos? 

5. Ausencia da glicerol-cinase no tecido adiposo. 0 

glicerol-3-fosfato e necessario para a biossintese de triacilgli- 
cerois. Os adipocitos, celulas especializadas na sintese e na 
degradagao de triacilglicerois, nao podem utilizar o glicerol di- 
retamente, pois nao tern a glicerol-cinase, que catalisa a reagao 

Glicerol + ATP ^ glicerol-3-fosfato + ADP 

Como o tecido adiposo obtem o glicerol-3-fosfato necessario 
para a sintese de triacilglicerois? 

6. Consumo de oxigenio durante o exercicio. Um adul- 
to sedentario consome cerca de 0,05 L de Og em 10 segundos. 


Um atleta, ao correr 100 m rasos, consome cerca de 1 L de O 2 
em 10 segundos. Ao final da corrida, este corredor continua a 
respirar rapidamente (embora a frequencia va declinando) por 
alguns minutos, consumindo 4 L extras de 0^ acima do total 
consumido pela pessoa sedentaria. 

(a) Por que a necessidade de O 2 aumenta tanto durante a 
corrida? 

(b) Por que a demanda por O 2 permanece alta apos o final 
da corrida? 

7. Deficiencia de tiamina e fungao cerebral. Pessoas 
com deficiencia de tiamina apresentam alguns sinais e sinto- 
mas neurologicos caracteristicos, incluindo perda dos reflexos, 
ansiedade e confusao mental. Por que a deficiencia de tiamina 
se manifesta por alteragoes na fungao cerebral? 

8. Potencia dos hormonios. Em condigoes normals, a me- 
dula suprarrenal humana secreta adrenalina (CgH^gNOg) em 
uma taxa suficiente para manter uma concentragao de 10~^° m 
no sangue circulante. Para apreciar o que significa tal concen¬ 
tragao, calcule, para uma piscina redonda com uma profundi- 
dade de agua de 2 m, qual o diametro necessario para dissolver 
1,0 g (cerca de uma colher de cha) de adrenalina para a con¬ 
centragao igualar-se a do sangue. 

9. Regulagao dos mveis hormonais no sangue. A meia- 
-vida da maioria dos hormonios no sangue e relativamente cur- 
ta. Por exemplo, quando insulina radioativamente marcada e 
injetada em um animal, metade do hormonio marcado desapa- 
rece do sangue em 30 min. 

(a) Qual a importancia da inativagao relativamente rapida 
dos hormonios circulantes? 

(b) Em vista dessa rapida inativagao, como e mantido cons¬ 
tante o nivel do hormonio circulante em condigoes normals? 

(c) De que modo o organismo pode estabelecer rapidas 
mudangas no nivel de um hormonio circulante? 

10. Hormonios hidrossoluveis versus hormonios lipos- 
soluveis. Com base em suas propriedades fisicas, os hormo¬ 
nios se dividem em duas categorias: aqueles muito soluveis 
em agua, mas relativamente insoluveis em lipideos (p. ex., a 
adrenalina) e aqueles relativamente insoluveis em agua, mas 
altamente soluveis em lipideos (p. ex., os hormonios esteroi- 
des). Em seu papel como reguladores da atividade celular, a 
maior parte dos hormonios hidrossoluveis nao entra em suas 
celulas-alvo. Os hormonios lipossoluveis, por sua vez, entram 
em suas celulas-alvo e, por fim, atuam no nucleo. Qual a corre- 
lagao entre solubilidade, localizagao dos receptores e modo de 
agao dessas duas classes de hormonios? 

11. Diferengas metabolicas entre o musculo e o fi- 
gado em situagao de “luta on fuga”. Quando um animal 
confronta-se com uma situagao de luta ou fuga, a liberagao de 
adrenalina promove a degradagao de glicogenio no figado, no 
musculo esqueletico e no musculo cardiaco. 0 produto final da 
degradagao de glicogenio no figado e a glicose; o produto final 
no musculo esqueletico e o piruvato. 

(a) Qual a razao para haver diferentes produtos da degra¬ 
dagao do glicogenio nos dois tecidos? 

(b) Qual a vantagem, para um animal que deve lutar ou 
fugir, dessas vias especificas de degradagao do glicogenio? 

^ 12. Secregao excessiva de insulina: o hiperinsuli- 

__ nismo. Certos tumores malignos do pancreas causam 

produgao excessiva de insulina nas celulas p. Pessoas afetadas 
apresentam tremores, fraqueza e fadiga, sudorese e fome. 
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(a) Qual o efeito do hiperinsulinismo sobre o metabolismo 
de carboidratos, aminoacidos e lipideos no figado? 

(b) Quais as causas dos sintomas observados? Sugira a 
razao pela qual essa condigao, se prolongada, leva a dano 
cerebral. 

13. Termogenese causada por hormonios da tireoide. 

Os hormonios da tireoide estao intimamente envolvidos na 
regulagao da taxa metabolica basal. Tecido hepatico de ani¬ 
mals que receberam excesso de tiroxina mostra aumento no 
consumo de O 2 e na produgao de calor (termogenese), mas a 
concentragao de ATP no tecido e normal. Existem diferentes 
explicagoes para o efeito termogenico da tiroxina. Uma delas 
e que o excesso de tiroxina causa desacoplamento da fosfori- 
lagao oxidativa na mitocondria. Como pode tal efeito explicar 
as observagoes? Outra explicagao sugere que a termogenese 
deva-se a um aumento na utilizagao do ATP no tecido estimula- 
do pela tiroxina. Essa explicagao e razoavel? Por que? 

14. Fungao dos pro-hormonios. Quais sao as possiveis 
vantagens de sintetizar hormonios como pro-hormonios? 

15. Fontes de glicose durante o jejum. Um adulto huma- 
no tipico usa cerca de 160 g de glicose por dia, dos quais 120 g 
sao usadas pelo cerebro. A reserva de glicose disponivel (—20 
g de glicose circulante e —190 g de glicogenio) e adequada 
para cerca de um dia. Apos a reserva ser depletada pelo jejum, 
como o corpo obtem glicose? 

16. Camundongos parabioticos oh/oh, Pesquisadores 
podem conectar os sistemas circulatorios de dois camundon¬ 
gos por meio de uma cuidadosa cirurgia, de modo que o mes- 
mo sangue circula em ambos os animals. Nesses camundongos 
parabioticos, os produtos liberados no sangue por um animal 
atingem o outro animal via circulagao compartilhada. Ambos os 
animals sao livres para comer de forma independente. Se um 
camundongo mutante ob/ob (ambas as copias do gene OB sao 
defeituosas) e um camundongo normal OB/OB (duas copias 
boas do gene 05) sao unidos tornando-se parabioticos, o que 
ocorre com o peso de cada camundongo? 

17. Calculo do indice de massa corporal. Um corpulento 
professor de bioquimica pesa 118 kg e tern altura de 1,73 cm. 
Qual o indice de massa corporal desse professor? Quantos kg 
ele teria de perder para atingir um indice de massa corporal de 
25 (normal)? 

18. Secregao de insulina. Na sua opiniao, quais os efeitos 
da exposigao de celulas p pancreaticas ao ionoforo de potas- 
sio valinomicina (Figura 11-44) sobre a secregao de insulina? 
Explique. 

19. Efeitos de um receptor de insulina deletado. Ob- 

serva-se que uma linhagem de camundongos, sem o receptor 
especifico de insulina hepatico, apresenta moderada hipergli- 
cemia de jejum (glicemia de 132 mg/dL, em comparagao com 
101 mg/dL nos controles) e hiperglicemia mais marcante no 
estado alimentado (glicemia de 363 mg/dL, em comparagao 
com 135 mg/dL nos controles). Os camundongos apresentam 
niveis de glicose-6-fosfatase acima do normal no figado e niveis 
elevados de insulina no sangue. Explique essas observagoes. 

1 20. Decisoes sobre a seguranga do uso de farma- 

^ cos. 0 farmaco Avandia (rosiglitazona) e efetivo para a 
redugao da glicose sanguinea em pacientes com diabetes tipo 
2 , mas tambem parece envolver um risco aumentado de infarto 
do miocardio. Se fosse sua responsabilidade decidir se esse far¬ 


maco deve permanecer no mercado (marcado com avisos ade- 
quados quanto a sens efeitos colaterais) ou deve ser retirado, 
quais fatores levaria em conta ao tomar sua decisao? 

^ 21. Medicagao para o diabetes tipo 2. Os farmacos 

_. acarbose e miglitol, utilizados no tratamento do diabetes 

melito tipo 2, inibem Q!-glicosidases da membrana em forma de 
escova do intestino delgado. Essas enzimas degradam oligossa- 
carideos resultantes da digestao do glicogenio ou do amido em 
monossacarideos. Sugira um possivel mecanismo para o efeito 
salutar desses farmacos em pessoas com diabetes. Quais efei¬ 
tos colaterais, se for o caso, voce esperaria desses farmacos? 
Por que? (Dica: revise a intolerancia a lactose, p. 561-562.) 


Problema de analise de dados 

22. Clonando o receptor de sulfonilureias nas celulas 
p pancreaticas. A gliburida, membro da familia das sulfoni¬ 
lureias mostrada na p. 955, e usada para tratar diabetes tipo 
2. Esse farmaco liga-se ao canal de controlado por ATP e 
fecha-o, o que e mostrado nas Figuras 23-27 e 23-28. 

(a) Considerando o mecanismo mostrado na Figura 23-27, 
o tratamento com gliburida resultaria em aumento ou diminui- 
gao da secregao de insulina pelas celulas p pancreaticas? Ex¬ 
plique seu raciocinio. 

(b) Como o tratamento com gliburida ajudaria a reduzir os 
sintomas do diabetes tipo 2? 

(c) Voce esperaria que a gliburida fosse util para tratar o 
diabetes tipo 1? Por que? Ou por que nao? 

Aguilar-Bryan e colaboradores (1995) clonaram o gene 
para a subunidade receptora da sulfonilureia (SUR) do canal 
de controlado por ATP de hamsters. A equipe de pesquisa 
foi extremamente rigorosa ao assegurar que o gene clonado era 
de fato o gene que codificava a SUR. Aqui consideramos como 
e possivel para os pesquisadores demonstrarem que clonaram 
na verdade o gene de interesse e nao outro gene. 

0 primeiro passo foi obter a proteina SUR pura. Como ja se 
sabia, farmacos do tipo da gliburida ligam SUR com alta afini- 
dade (K^ <10 um), e a SUR tern uma massa molecular de 140 a 
170 kDa. Aguilar-Bryan e colaboradores utilizaram essa ligagao 
de alta afinidade da gliburida para “etiquetar” a proteina SUR 
com marca radioativa, que serviria como marcador na purifi- 
cagao da proteina a partir de um extrato celular. Inicialmen- 
te, produziram um derivado radioativo da gliburida, utilizando 
iodo radioativo (^^^1): 



5-Iodo-2-hidroxigliburida 

(d) Em estudos preliminares, o derivado da gliburida mar¬ 
cado com ^^^1 (doravante [^^^l]gliburida) mostrou ter o mesmo 
e as mesmas caracteristicas de ligagao que a gliburida ori¬ 
ginal. Por que era necessario fazer essa demonstragao? (Quais 
possibilidades alternativas essa observagao eliminou?) 

Embora a [^^^1]gliburida ligue SUR com alta afinidade, uma 
quantidade significativa do farmaco marcado se dissociaria da 
proteina SUR durante a purificagao. Para prevenir tal disso- 
ciagao, a [^^^1]gliburida deveria estabelecer ligagoes cruzadas 
covalentes com a SUR. Ha muitos metodos para se estabelecer 
tais ligagoes, e Aguilar-Bryan e colaboradores utilizaram luz 
UV. Quando moleculas aromaticas sao expostas a luz UV de 
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ondas curtas, entram em um estado excitado e facilmente for- 
mam ligagoes covalentes com moleculas proximas. Por meio de 
ligagoes cmzadas entre a protema SUR e a gliburida marcada 
radioativamente, os pesquisadores simplesmente acompanha- 
vam a radioatividade do para seguir a SUR ao longo do pro- 
cedimento de purificagao. 

Aguilar-Bryan e colaboradores trataram celulas HIT (que 
expressam SUR) de hamsters com [^^^I]gliburida e luz UV, 
purificaram a protema de 140 kDa marcada com e se- 
quenciaram os 25 residuos de aminoacidos de seu segmento 
aminoterminal; encontraram a sequencia PLAFCGTENHSA- 
AYRVDQGVLNNGC. Os investigadores produziram entao an- 
ticorpos especificos para dois peptideos curtos dessa sequen¬ 
cia, um para a sequencia PLAFCGTE e outro para a sequencia 
HSAAYRVDQGV, e mostraram que esses anticorpos ligavam-se 
a protema purificada de 140 kDa marcada com ^^^1. 

(e) Por que foi necessario incluir essa etapa com ligagao 
por anticorpos? 

A seguir, os pesquisadores construiram segmentos inicia- 
dores para PGR com base nas sequencias acima, e clonaram 
um gene de uma biblioteca de DNA complementar de hamster 
que codificava uma protema, a qual incluia essas sequencias 
(ver Capitulo 9, sobre metodos em biotecnologia). 0 pressu- 
posto cDNA de SUR clonado hibridizava com um mRNA de 
tamanho apropriado, presente em celulas que certamente con- 
tinham SUR. 0 suposto cDNA para SUR nao hibridizava com 
qualquer fragao de mRNA isolado de hepatocitos, que nao ex¬ 
pressam SUR. 

(f) Por que foi necessario incluir essa etapa de hibridizagao 
entre o suposto cDNA para SUR e mRNA? 


Por fim, o gene clonado foi inserido e expressado em celulas 
COS, as quais normalmente nao expressam o gene SUR. Os in¬ 
vestigadores trataram essas celulas com [^^^l]gliburida, com ou 
sem um grande excesso de gliburida nao marcada, expuseram 
as celulas a luz UV e mediram a radioatividade na protema de 
140 kDa produzida. Seus resultados sao mostrados na tabela. 


Experimento 

Tipo 

celular 

Suposto cDNA 
para SUR 
adicionado? 

Excesso de gliburida 
nao marcado 
adicionado? 

Marca^ao com 
^^^1 em protema 
de 140 kDa 

1 

HIT 

Nao 

Nao 

+ -f + 

2 

HIT 

Nao 

Sim 

- 

3 

COS 

Nao 

Nao 

- 

4 

COS 

Sim 

Nao 

-f + + 

5 

COS 

Sim 

Sim 

- 


(g) Por que no experimento 2 nao foi observada protema 
de 140 kDa marcada com ^^^I? 

(h) Como voce usaria a informagao da tabela para argu- 
mentar que o cDNA codificava SUR? 

(i) Que outra informagao voce precisa obter para estar 
mais confiante de que clonou o gene SUR? 
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A terceira e ultima parte deste livro investiga os mecanis- 
mos bioqmmicos subjacentes a necessidades aparente- 
mente contraditorias para a continuidade genetica e a 
evolugao dos organismos vivos. Qual e a natureza molecular 
do material genetico? Como a informagao genetica e trans- 
mitida de uma geragao para a proxima com grande fideli- 
dade? De que modo as raras alteragoes, que sao a materia- 
-prima da evolugao, surgem no material genetico? Como a 
informagao genetica, em ultima instancia, se expressa em 
sequencias de aminoacidos na incrivel variedade de mole- 
culas proteicas de uma celula viva? 

0 conhecimento atual das vias da informagao surgiu da 
convergencia da genetica, da fisica e da quimica na bioqui- 
mica moderna. Isto foi sintetizado pela descoberta da estru- 
tura do DNA em dupla-helice, postulada por James Watson 
e Francis Crick em 1953 (ver Figura 8-13). A teoria gene¬ 
tica contribuiu para o conceito de codificagao por genes. 
A fisica permitiu a determinagao da estrutura molecular 
pela analise por difragao por raios X. A quimica revelou a 
composigao do DNA. 0 profundo impacto da hipotese de 
Watson-Crick surgiu da sua capacidade de explicar uma 
vasta gama de observagoes provenientes de estudos nessas 
diferentes disciplinas. 

Isso revolucionou a nossa compreensao da estrutura do 
DNA e inevitavelmente estimulou questionamentos sobre 
a sua fungao. A estrutura em dupla-helice, por si so, suge- 
ria, com clareza, como o DNA deveria ser copiado, de forma 
que a informagao nele contida pudesse ser transmitida de 
uma geragao a outra. Esclarecimentos sobre como a infor¬ 
magao no DNA e transformada em proteinas funcionais vie- 
ram com a descoberta do RNA mensageiro e do RNA trans- 
portador e com a decifragao do codigo genetico. 

Esses e outros grandes avangos deram origem ao dogma 
central da biologia molecular, abrangendo os tres maiores 
processos na utilizagao celular da informagao genetica. 0 
primeiro e a replicagao, a copia do DNA parental para for- 
mar moleculas-filhas de DNA com sequencias nucleotidi- 


cas identicas. 0 segundo e a transcrigao, o processo pelo 
qual partes da mensagem genetica codificada pelo DNA sao 
precisamente copiadas em RNA. 0 terceiro e a tradugao, 
por meio do qual a mensagem genetica codificada no RNA 
mensageiro e traduzida nos ribossomos em um polipeptideo 
com uma sequencia especifica de aminoacidos. 

A Parte III explora esses e outros processos a eles re- 
lacionados. No Capitulo 24, sao examinados a estrutura, 
a topologia e o empacotamento de cromossomos e genes. 
Os processos subjacentes ao dogma central sao elaborados 
nos Capitulos 25 a 27. Por fim, sera abordada a regulagao, 
examinando como e controlada a expressao da informagao 
genetica (Capitulo 28). 

Um tema importante nesses capitulos e a complexida- 
de inerente a biossintese das macromoleculas que contem 
informagoes. Acidos nucleicos e proteinas sao organizados 
em sequencias especificas de nucleotideos e aminoacidos, 

Replicagao I DNA 

Transcrigao 

> f 
RNA 

Tradugao 

> f 

Protema 

0 dogma central da biologia molecular, mostrando os caminhos gerais 
do fluxo da informagao via replicagao, transcrigao e tradugao. 0 termo 
"dogma"e uma designagao incorreta, mantido apenas por razoes his- 
toricas. Introduzido por Francis Crick em uma epoca em que poucas 
evidencias corroboravam essas ideias, o dogma se tornou um principio 
bem estabelecido. 




978 DAVID L. NELSON & MICHAEL M. COX 


e essa montagem representa nada menos do que preservar 
a expressao fidedigna do molde em que a vida se baseia. E 
possivel supor que a formagao das ligagoes fosfodiester no 
DNA, ou das ligagoes peptidicas nas protemas, seja uma 
proeza trivial para as celulas, considerando o arsenal de 
ferramentas enzimaticas e quimicas descritas na Parte IL 
Entretanto, a estrutura de regras e padroes estabelecidos 
na nossa analise das vias metabolicas deve ser bastante 
aumentada para levar em consideragao a informagao mo¬ 
lecular. Ligagoes devem ser formadas entre subunidades 
especificas nos biopolimeros informacionais, evitando a 
ocorrencia ou a manutengao de erros na sequencia. Isso 
tern um enorme impacto na termodinamica, na quimica e 
na enzimologia dos processes biossinteticos. A formagao 
de uma ligagao peptidica necessita de uma quantidade 
de energia em torno de 21 kJ/mol de ligagao e pode ser 
catalisada por enzimas relativamente simples. Para sinte- 
tizar uma ligagao entre dels aminoacidos especificos em 
um ponto particular no polipeptideo, no entanto, a celula 
investe em torno de 125 kJ/mol e usa mais de 200 enzi¬ 
mas, moleculas de RNA e protemas especializadas. A qui- 
mica envolvida na formagao da ligagao peptidica nao muda 
devido a essa necessidade, mas processes adicionais sao 
acrescentados a reagao basica para assegurar que a ligagao 
peptidica seja formada entre aminoacidos especificos. In¬ 
formagao biologica e cara. 


A interagao dinamica entre acidos nucleicos e proteinas 
e outro tema central da Parte III. Moleculas de RNA regula- 
torias e cataliticas estao gradualmente ocupando um lugar 
mais proeminente no entendimento dessas vias (discutidas 
nos Capitulos 26 e 27). Entretanto, a maioria dos processes 
que formam as vias do fluxo de informagao celular e catalisa¬ 
da e regulada por proteinas. A compreensao dessas enzimas 
e de outras proteinas pode ter tanto vantagens praticas como 
intelectuais, pois elas formam as bases da tecnologia do DNA 
recombinante Qa apresentada no Capitulo 9). 

A evolugao novamente constitui um tema que paira aci- 
ma dos outros. Muitos dos processes delineados na Parte III 
podem ser rastreados bilboes de anos e uns poucos podem 
ser rastreados ate o Ultimo Ancestral Comum Universal 
(LUCA, deLast Universal Common Ancestor'). 0 ribosso- 
mo, a maior parte do aparato de tradugao, e algumas partes 
da maquinaria de transcrigao sao compartilhadas por todos 
os organismos vivos nesse planeta. A informagao genetica 
e um tipo de relogio biologico que pode ajudar na definigao 
de relacionamentos ancestrais entre as especies. As vias de 
informagao compartilhadas conectam o ser humane a cada 
uma das outras especies atualmente vivas na Terra e a to- 
das as especies que vieram anteriormente. A investigagao 
dessas vias esta permitindo que cientistas abram vagarosa- 
mente a cortina do primeiro ato - os eventos que devem ter 
anunciado o inicio da vida na Terra. 


Genes e Cromossomos 


24.1 Elementos cromossomicos 979 

24.2 DNAsupertorcido 985 

24.3 Estruturados cromossomos 994 

O tamanho das moleculas de DNA e um enigma biolo- 
gico interessante. Uma vez que essas moleculas sao, 
em geral, muito maiores do que as celulas e as par- 
ticulas virais que as contem (Figura 24-1), como e que 



0,5 yam 


FIGURA 24-1 Capa proteica do bacteriofago T2 rodeada pela sua 
molecula de DNA unica e linear. 0 DNA foi liberado pela lise da parti- 
cula do bacteriofago em agua destilada, o que permitiu que o DNA se es- 
palhasse pela superficie da agua. Uma particula de bacteriofago T2 intacta 
e constituida por uma cabeqa que se afunila em uma cauda com a qual o 
bacteriofago se fixa a superficie exterior de uma celula bacteriana.Todo o 
DNA mostrado nessa micrografia eletronica normalmente esta compactado 
dentro da cabeqa do fago. 


elas cabem dentro das celulas ou dos compactados virais? 
Para tratar essa questao, e precise transferir o foco da es- 
trutura secundaria do DNA, abordada no Capitulo 8, para 
o extraordinario grau de organizagao que envolve o empa- 
cotamento terciario do DNA dentro dos cromossomos - 
os repositories da informagao genetica. 0 capitulo comega 
com uma analise dos elementos que compoem cromosso¬ 
mos celulares e virais e depois considera o tamanho e a 
organizagao dos cromossomos. Em seguida, discute a to- 
pologia do DNA, descrevendo a torgao e a supertorgao das 
moleculas de DNA. Finalmente, considera as interagoes 
proteina-DNA que organizam cromossomos em estruturas 
compactas. 

24.1 Elementos cromossomicos 

0 DNA celular contem genes e regioes intergenicas, e as 
duas regioes podem servir para desempenhar fungoes vitals 
as celulas. Os genomas mais complexes, como os das celu¬ 
las dos eucariotos, necessitam de niveis maiores de orga¬ 
nizagao cromossomica, o que se reflete nas caracteristicas 
estruturais dos cromossomos. Primeiro serao considerados 
os diferentes tipos de sequencias de DNA e os elementos 
estruturais dentro dos cromossomos. 

Os genes sao segmentos de DNA que codificam cadeias 
polipeptidicas e RNA 

0 conhecimento sobre os genes evoluiu de forma espanto- 
sa no ultimo seculo. Classicamente, um gene foi definido 
como a porgao de um cromossomo que determina ou afeta 
um unico trago ou fenotipo (propriedade visivel), como a 
cor do olho. George Beadle e Edward Tatum propuseram 
uma definigao molecular de gene em 1940. Depois de expor 
esporos do fungo Neurospora crassa a raios X e a outros 
agentes conhecidos por causarem danos ao DNA e altera- 
goes em sua sequencia (mutagoes), eles detectaram linha- 
gens mutantes de fungos com deficiencia em uma ou em 
outra enzima, algumas vezes resultando em deficiencia em 
uma via metabolica inteira. Beadle e Tatum concluiram que 
um gene e um segmento de material genetico que determi¬ 
na ou codifica uma enzima: a hipotese um gene-uma en¬ 
zima. Depois esse conceito foi ampliado para um gene-um 
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polipeptideo, porque muitos genes codificam protemas 
nao enzimas on codificam um polipeptideo de uma proteina 
com varias subunidades. 



George W. Beadle, 1903-1989 Edward L.Tatum, 1909-1975 


A definigao bioquimica moderna de gene e ainda mais 
precisa. Um gene e todo o DNA que codifica a sequencia 
primaria de algum produto genico, que pode ser tanto um 
polipeptideo quanto um RNA com fungoes cataliticas ou 
estruturais. 0 DNA tambem contem outros segmentos ou 
sequencias com fungoes puramente regulatorias. As se- 
quencias regulatorias fornecem sinais que podem indi¬ 
car o inicio ou o fim de um gene, ou influenciar a trans- 
crigao de genes, ou funcionar como ponto de inicio da 
replicagao ou da recombinagao (Capitulo 28). Alguns ge¬ 
nes podem ser expresses de diferentes maneiras para ge- 
rar varies produtos genicos a partir de um unico segmento 
de DNA. Os mecanismos especializados de transcrigao e 
tradugao que permitem esse fenomeno estao descritos nos 
Capitulos 26 a 28. 

Pode-se estimar diretamente o tamanho medio minimo 
dos genes que codificam uma proteina. Como esta descrito 
detalhadamente no Capitulo 27, cada um dos aminoacidos 
de uma cadeia polipeptidica e codificado por uma sequen¬ 
cia consecutiva de tres nucleotideos em uma unica cadeia 
de DNA (Figura 24-2), e esses “codons” estao organizados 
em uma sequencia que corresponde a sequencia de ami¬ 
noacidos no polipeptideo codificado por esse gene. Uma ca¬ 
deia polipeptidica de 350 residues de aminoacidos (cadeia 
de tamanho medio) corresponde a 1.050 pb. Muitos genes 
de eucariotos e uns poucos em bacterias e arqueias sao 
interrompidos por segmentos de DNA nao codificantes e, 
portanto, sao consideravelmente mais longos do que sugere 
esse calculo simples. 

Quantos genes existem em um unico cromossomo? 0 
cromossomo de Escherichia coli, um dos genomas de bac¬ 
teria completamente sequenciado, e uma molecula de DNA 
circular (no sentido de alga sem extremidades, e nao de um 
circulo perfeito) com 4.639.675 pb. Esses pares de bases 
codificam cerca de 4.300 genes para proteinas e 157 genes 
para moleculas de RNA estrutural ou catalitico. Entre os 
eucariotos, os aproximadamente 3,1 bilhoes de pares de ba¬ 
ses do genoma humano incluem quase 25.000 genes em 24 
cromossomos diferentes. 


DNA mRNA Polipeptideo 
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FIGURA 24-2 Colinearidade entre as sequencias de nucleotideos 
codificantes do DNA e do mRNA e as sequencias de aminoacidos 
de uma cadeia polipeptidica. Os tripletes de unidades nucleotidicas no 
DNA determinam os aminoacidos de uma proteina por meio de um mRNA 
intermediario. Uma das cadeias de DNA serve como molde para a sintese 
de mRNA, que tern tripletes de nucleotideos (codons) complementares aos 
do DNA. Em alguns genes de bacterias e em muitos genes de eucariotos, 
as sequencias codificantes sao interrompidas em intervalos por regioes nao 
codificantes (denominadas introns). 


As molkulas de DNA sao muito mais longas do que o 
involucre celular ou viral que as contem 

Geralmente o comprimento do DNA dos cromossomos e 
varias ordens de magnitude maior do que as celulas ou os 
virus nos quais ele se encontra (Figura 24-1; Tabela 24-1). 
Isso e verdadeiro para todas as classes de organismos ou de 
parasitas virais. 

Virus Os virus nao sao organismos de vida livre. Ao con- 
trario, sao parasitas infecciosos que utilizam os recursos da 
celula hospedeira para desempenhar muitos dos processos 
de que necessitam para se propagar. Muitas particulas vi¬ 
rais sao constituidas por nao mais do que um genoma (ge¬ 
ralmente uma unica molecula de RNA ou de DNA) envolto 
por capa proteica. 

Quase todos os virus de plantas e alguns virus de bac¬ 
terias e de animals tern genoma de RNA. Esses genomas 
tendem a ser especialmente pequenos. Por exemplo, o 
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TABELA24-1 


Os tamanhos do DNA e das particulas virais de alguns virus de bacterias (bacteriofagos) 


Virus 

Tamanho do DNA viral (pb) 

Perimetro do DNA viral (nm) 

Perimetro da particula do virus (nm) 

(/)X 174 

5.386 

1.939 

25 

T7 

39.936 

14.377 

78 

A (lambda) 

48.502 

17.460 

190 

T4 

168.889 

60.800 

210 


Nota: Os dados referentes ao tamanho dos DNA sao aqueles da forma replicativa (cadeia dupla). 0 perimetro foi calculado supondo quo cada par 
de bases ocupa um comprimento de 3,4 A (ver Figura 8-13). 


genoma de retrovirus de mamiferos como o HIV tern um 
comprimento de cerca de 9.000 nucleotideos, e o genoma 
do bacteriofago Q/3 tern 4.220 nucleotideos. Esses dois ti- 
pos de virus tern genomas de RNA de cadeia simples. 

Os genomas de virus de DNA variam enormemente de 
tamanho (Tabela 24-1). Muitos DNA virais sao circulares em 
pelo menos parte de seu ciclo de vida. Durante a replicagao 
do virus dentro de uma celula, tipos especificos de DNA vi¬ 
ral, denominados formas replicativas, podem aparecer. 
For exemplo, muitos DNA lineares se tornam circulares e 
todos os DNA de cadeia unica se tornam de cadeia dupla. 
Um virus de DNA de tamanho medio tipico e o bacteriofago A 
(lambda), que infecta A*, coli. Na sua forma replicativa den¬ 
tro da celula, o DNA do A e uma dupla-helice circular. Esse 
DNA de cadeia dupla contem 48.502 pb e tern um perimetro 
de 17,5 jam. 0 bacteriofago c^X174 e um virus de DNA muito 
menor; o DNA da particula viral e um circulo de cadeia unica 
e a forma replicativa de cadeia dupla contem 5.386 pb. Em- 
bora os genomas virais sejam pequenos, o perimetro de seu 
DNA e geralmente centenas de vezes mais comprido do que 
as dimensoes da particula viral que os contem (Tabela 24-1). 

Bacterias Uma unica celula de E. coli contem quase 100 
vezes mais DNA do que uma particula do bacteriofago A. 0 
cromossomo de uma celula de E. coli e uma unica molecula 
de DNA circular de cadeia dupla. Seus 4.639.675 pb tern um 
comprimento de perimetro de cerca de 1,7 mm, aproxima- 
damente 850 vezes o comprimento de uma celula de E. coli 
(Figura 24-3) . Alem do enorme DNA cromossomal circular 
em seu nucleoide, muitas bacterias tern uma ou mais mo- 
leculas de DNA circular pequenas que estao livres no cito- 
sol. Esses elementos extracromossomicos sao denominados 
plasmideos (Figura 24-4; ver tambem p. 317). A maioria 
dos plasmideos tern comprimento de apenas alguns milha- 
res de pares de bases, mas alguns contem mais de 10.000 
pb. Eles carregam informagao genetica e sofrem replicagao 
produzindo plasmideos-filhos, que passam para as celulas- 
-filhas na divisao celular. Plasmideos foram encontrados em 
leveduras e em outros fungos, assim como nas bacterias. 

Em muitos casos, os plasmideos nao conferem uma 
vantagem obvia a seus hospedeiros e sua unica fungao pa- 
rece ser a autopropagagao. Entretanto, alguns plasmideos 
carregam genes que sao uteis para a bacteria hospedeira. 
For exemplo, alguns genes de plasmideo tornam a bacteria 
hospedeira resistente a agentes antibacterianos. Plasmideos 


carregando o gene da enzima j8-lactamase conferem resis- 
tencia aos antibioticos j8-lactamicos como penicilina, ampi- 
cilina e amoxicilina (ver Figura 6-31). Esses e plasmideos 
semelhantes podem passar de uma celula resistente ao an- 
tibiotico para uma celula sensivel ao antibiotico da mesma 
ou de outra especie de bacteria, tornando a celula receptora 
resistente ao antibiotico. 0 uso abusivo de antibioticos em 
algumas populagoes humanas serve como forte pressao se- 
letiva, favorecendo a disseminagao de plasmideos que codi- 
ficam a resistencia a antibioticos (da mesma maneira que os 
elementos de transposigao, descritos a seguir, que carregam 
genes similares) em bacterias patogenicas. Os medicos tern 
demonstrado mais relutancia em prescrever antibioticos, a 
menos que fique bem clara a necessidade clinica. For razoes 
semelhantes, o uso disseminado de antibioticos em ragoes 
animais vem sendo restringido. 

Eucariotos Uma celula de levedura, um dos eucariotos mais 
simples, tern 2,6 vezes mais DNA no genoma do que uma 
celula de E. coli (Tabela 24-2). As celulas de Drosophila, 
a mosca-da-fruta utilizada nos estudos geneticos classicos, 
contem mais do que 35 vezes a quantidade de DNA de uma 
celula de E. coli, e as celulas humanas tern 700 vezes mais. 
As celulas de muitas plantas e anfibios contem ainda mais. 
0 material genetico das celulas eucarioticas e distribuido 
nos cromossomos; o numero diploide (2?z) depende da 
especie (Tabela 24-2). Uma celula somatica humana, por 
exemplo, tern 46 cromossomos (Figura 24-5). Cada cro¬ 
mossomo de uma celula eucariotica, como os mostrados na 
Figura 24-5a, contem uma unica, muito grande, molecula 
de DNA duplex. As moleculas de DNA dos 24 diferentes 
tipos de cromossomos humanos (22 pares mais os cromos¬ 
somos sexuais X e Y) variam de comprimento em mais de 
25 vezes. Cada tipo de cromossomo dos eucariotos carrega 
um conjunto especifico de genes. 

0 DNA do genoma de uma pessoa (22 cromossomos mais 
um cromossomo X e um Y ou dois cromossomos X), se enfilei- 
rado, teria um comprimento de cerca de um metro. A maioria 
das celulas humanas e diploide e cada celula contem entao 
um total de 2 metros de DNA. Como o corpo de um homem 
adulto contem aproximadamente 10^^ celulas, o seu DNA to¬ 
tal tern um comprimento de 2 X 10^^ km. A comparagao desse 
dado com a circunferencia da Terra (4 X 10^ km) ou a distan- 
cia entre a Terra e o sol (1,5 X 10^ km) ilustra o extraordina- 
rio grau de compactagao do DNA em nossas celulas. 
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DNA total (pb) 

Numero de 
cromossomos^ 

Numero aproximado 
de genes 

Escherichia coli K12 (bacteria) 

4.639.675 

1 

4.435 

Saccharomyces cerevisiae (levedura) 

12.080.000 

16^ 

5.860 

Caenorhahditis elegans (nematodeo) 

90.269.800 

12* 

23.000 

Arabidopsis thaliana (planta) 

119.186.200 

10 

33.000 

Drosophila melanogaster (mosca-da-fruta) 

120.367.260 

18 

20.000 

Oryza saliva (arroz) 

480.000.000 

24 

57.000 

Mus musculus (camundongo) 

2.634.266.500 

40 

27.000 

Homo sapiens (humano) 

3.070.128.600 

46 

29.000 


Nota: Estas informagoes sao constantemente aprimoradas. Para obter os dados mais recentes, consulte as paginas na Internet de cada 
projeto individual de genoma. 

* 0 dado corresponde ao numero diploide para todos os eucariotos, exceto para a levedura. 

^ Numero haploide de cromossomos. Linhagens selvagens de levedura geraknente tern oito (octaploide) ou mais conjuntos de cromossomos. 
t Numero para femeas, com dois cromossomos X. Os machos tern um cromossomo X, mas nao tern cromossomo Y, perfazendo um total 
de 11 cromossomos. 


RA 24-4 DNA de uma celula de f. co/i lisada. Nesta micrografia eletronica, diversos plasmideos 
lares pequenos estao indicados por setas brancas. Os pontos pretos e as manchas brancas sao arte- 
fatos da preparapao. 


Conteudo de DNA, genes e cromossomos de alguns genomas 


FIGURA 24-3 0 comprimento de um cromossomo de E. coli (1,7 mm) re- 

presentado na forma linear em relapao ao comprimento de uma celula de 
E. co//tipica (2 jitm). 


t. coll 


DNA de 
E. coli 


TABELA24-2 
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(b) 


(a) 


FIGURA 24-5 Cromossomos eucarioticos. (a) Urn par de cromatides-irmas de urn cromossomo hu- 
mano, associadas e condensadas. Os cromossomos eucarioticos ficam neste estado apos a replicapao, na 
metafase, durante a mitose. (b) Conjunto complete de cromossomos de urn leucocito de urn dos autores 
deste livro. Existem 46 cromossomos em cada celula somatica humana normal. 


As celulas eucarioticas tambem tern organelas, mitocon- 
drias (Figura 24-6) e cloroplastos que contem DNA. As 
moleculas de DNA mitocondrial (mtDNA) sao muitos meno- 
res do que os cromossomos nucleares. Nas celulas animals, 



FIGURA24-6 Mitocdndria em divisao. Alguns RNAe proteinas mitocon- 
driais sao codificados por uma das copias do DNA mitocondrial (nenhum e 
visivel na figura). 0 DNA (mtDNA) e replicado cada vez que a mitocdndria se 
divide, antes da divisao celular. 


o mtDNA contem menos do que 20.000 pb (16.569 pb no 
mtDNA humano) e e um duplex circular. Geralmente, cada 
mitocdndria tern de 2 a 10 copias dessa molecula de mtDNA 
e esse numero pode chegar a centenas em certas celulas 
de um embriao que esteja em processo de diferenciagao 
celular. Em poucos organismos (p. ex., tripanossomos), 
cada mitocdndria contem milhares de copias de mtDNA 
organizadas em uma matriz complexa e intricada denomi- 
nada cinetoplasto. 0 mtDNA de celulas vegetais mede de 
200.000 a 2.500.000 pb. 0 DNA dos cloroplastos (cpDNA) 
tambem existe como duplex circular e seu tamanho varia 
de 120.000 a 160.000 pb. A origem evolutiva do DNA de 
mitocdndrias e de cloroplastos e alvo de muita especulagao. 
Uma opiniao amplamente aceita afirma que eles sao ves- 
tigios de cromossomos de bacterias muito primitivas que 
tiveram acesso ao citoplasma de celulas hospedeiras e se 
tornaram precursores dessas organelas (ver Figura 1-38). 
0 DNA mitocondrial codifica os tRNA e rRNA da mitocdn¬ 
dria, alem de poucas proteinas mitocondriais. Mais de 95% 
das proteinas mitocondriais sao codificadas pelo DNA nu¬ 
clear. As mitocdndrias e os cloroplastos se dividem quando 
a divisao celular ocorre. Os seus DNA sao replicados antes 
e durante a divisao, e as moleculas-filhas de DNA passam 
para as organelas filhas. 
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Gene da 
ovoalbumina 


SubunidadejS 
da hemoglobina 


L 

12 3 4 


5 6 


7 







A 

1 

90 pb 

BCD 

2 

222 pb 

E 

F 

G 

3 

126 pb 








A B 

131 pb 851 pb 


im Exon 
im Intron 


FIGURA 24-7 I'ntrons em dois genes eucarioticos. 0 gene da ovoalbumina tern sete introns (de A a G), interrompendo as sequencias codificantes em 
oito exons (L e de 1 a 7). 0 gene da subunidade (3 da hemoglobina tern dois introns e tres exons, incluindo urn intron que sozinho contem mais da metade 
dos pares de base do gene. 


Os genes eucarioticos e os cromossomos sao muito 
complexos 

Muitas especies de bacterias tern apenas um cromossomo 
por celula, e, em praticamente todos os casos, cada cromos¬ 
somo contem apenas uma cdpia de cada gene. Pouqmssimos 
genes, como aqueles dos rRNA, estao repetidos varias vezes. 
Os genes e as sequencias regulatdrias perfazem quase todo 
0 DNA nas bacterias. Alem disso, quase todos os genes sao 
precisamente colineares com as sequencias de aminoacidos 
(on sequencias de RNA) que eles codificam (Figura 24-2). 

A organizagao dos genes no DNA de eucariotos e mui- 
to mais complexa estrutural e funcionalmente. 0 estudo 
da estrutura dos cromossomos eucarioticos e, mais recen- 
temente, o sequenciamento de genomas inteiros de euca¬ 
riotos proporcionaram muitas surpresas. Muitos, se nao a 
maioria, dos genes de eucariotos tern uma caracteristica 
estrutural distinta e enigmatica: as sequencias de nucleo- 
tideos contem um on mais segmentos intercalados de DNA 
que nao codificam a sequencia de aminoacidos do produto 
polipeptidico. Esses insertos nao traduzidos interrompem a 
relagao colinear entre a sequencia de nucleotideos do gene 
e a sequencia de aminoacidos do polipeptideo que ele codi- 
fica. Tais segmentos de DNA nao traduzidos nos genes sao 
denominados sequencias intervenientes on introns, e 
os segmentos codificantes sao denominados exons. Pou- 
cos genes bacterianos contem introns. Nos eucariotos 
superiores,um gene tipico tern muito mais sequencias de 
introns do que sequencias de exons. Por exemplo, no gene 
que codifica a unica cadeia polipeptidica da ovoalbumina, 
uma proteina do ovo das aves (Figura 24-7), os introns sao 
muito mais longos do que os exons. Ao todo, sete introns 
perfazem 85% do DNA do gene. 0 gene da titina, uma pro¬ 
teina muscular, e o campeao de introns, com 178 introns. 
Os genes das histonas parecem nao ter introns. Na maioria 
dos casos, a fungao dos introns nao e clara. No total, apenas 
cerca de 1,5% do DNA humano e “codificante” on exons 
do DNA, contendo informagao para produtos proteicos. 
Entretanto, quando os introns muito maiores sao incluidos 
no calculo, ate 30% do genoma humano consiste em genes. 
Uma grande quantidade de trabalho deve ser feita para 
compreender as outras sequencias genomicas. Boa parte do 
DNA que nao faz parte de genes esta na forma de sequen¬ 
cias repetidas de varies tipos. Esses incluem os elementos 
de transposigao (transposons), parasitas moleculares que 
constitnem aproximadamente a metade do DNA no genoma 
humano (ver Figura 9-29 e Capitulos 25 e 26). 


Aproximadamente 3% do genoma humano e constituido 
por sequencias altamente repetitivas, tambem chamadas 
de DNA de sequencias simples, on repetigdes de se¬ 
quencia simples (SSR, de simple sequence repeats'). Es- 
sas sequencias curtas, geralmente com comprimento menor 
do que 10 pb, algumas vezes sao repetidas milhoes de vezes 
em cada celula. As repetigoes de sequencia simples tambem 
sao chamadas de DNA satelite, porque a sua composigao 
de bases incomum geralmente as faz migrar como bandas 
“satelites” (separadas do restante do DNA) quando amos- 
tras de DNA celular fragmentado sao centrifugadas em gra- 
dientes de densidade de cloreto de cesio. Estudos sugerem 
que essas sequencias nao codificam proteinas nem RNA. Di- 
ferentemente dos elementos transponiveis, as sequencias de 
DNA altamente repetitivas podem ter importancia funcional 
identificavel no metabolismo celular humano, porque gran¬ 
de parte delas esta associada a duas caracteristicas distintas 
dos cromossomos eucariotos: centromeros e telomeros. 

0 centromere (Figura 24-8) e uma sequencia de DNA 
que funciona, durante a divisao celular, como ponto de anco- 
ragem para proteinas que fixam os cromossomos ao fuso mi- 
totico. Essa fixagao e essencial para que haja uma distribuigao 
equitativa e ordenada do conjunto de cromossomos para as 
celulas-filhas. Os centromeros de Saccharomyces cerevisiae 
foram isolados e estudados. As sequencias essenciais para a 
fungao do centromero tern comprimento de cerca de 130 pb e 
sao muito ricas em pares A=T. As sequencias centromericas 
dos eucariotos superiores sao muito maiores e, ao contrario 
daquelas da levedura, geralmente contem DNA de sequencia 
simples, constituido por milhares de copias em tandem de 
uma ou de umas poucas sequencias curtas de 5 a 10 pb, na 
mesma orientagao. 0 papel exato do DNA de sequencia sim¬ 
ples no funcionamento do centromero ainda nao e conhecido. 

Telomeros (do grego telos, “fim”) sao sequencias nos finais 
dos cromossomos eucariotos que ajudam a estabilizar o cro¬ 
mossomo. Os telomeros terminam por multiplas sequencias 
repetidas na forma de 

(5')CT,G,)„ 

C3')CA,C,), 

onde X ey sao geralmente valores entre led (Tabela 24-3). 
0 numero de sequencias repetidas nos telomeros, n, varia 
de 20 a 100 para a maioria dos eucariotos unicelulares e e 
geralmente maior do que 1.500 nos mamiferos. As extremi- 
dades da molecula linear de DNA nao podem ser rotinei- 
ramente replicadas pela maquinaria de replicagao celular 
(possivel razao para que a molecula de DNA de bacterias 
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Sequencias simples (genes), repetigoes 
dispersas e multiplas origens de replica^ao 


FIGURA 24-8 Elementos estruturais importantes de um cromossomo 
de levedura. 

seja circular). As sequencias telomericas repetidas sao adi- 
cionadas as extremidades dos cromossomos dos eucariotos 
principalmente pela enzima telomerase (ver Figura 26-38). 

Cromossomos artificials (Capitulo 9) foram construidos 
a fim de compreender melhor a significancia funcional das 
muitas caracteristicas estruturais dos cromossomos euca¬ 
riotos. Um cromossomo artificial linear razoavelmente esta- 
vel necessita de apenas tres componentes: um centromero, 
um telomero em cada extremidade e sequencias que pos- 
sibilitem o inicio da replicagao do DNA. Foram desenvol- 
vidos cromossomos artificials de levedura (YAC, de yeast 
artificial chromosome] ver Figura 9-6) como ferramenta 
de pesquisa em biotecnologia. De maneira semelhante, es- 
tao sendo desenvolvidos cromossomos artificials humanos 
(HAC, de human artificial chromosome^ para o trata- 
mento de doengas geneticas por terapia genica somatica. 
Estes podem fornecer uma nova maneira para a reposigao 
intracelular de produtos genicos ausentes on defeituosos 
ou terapia genica somatica. 

RESUMO 24.1 Elementos cromossomicos 

► Genes sao segmentos de um cromossomo que contem a 
informagao para polipeptideos funcionais ou moleculas 
de RNA. Alem dos genes, os cromossomos contem uma 
variedade de sequencias regulatorias envoMdas na re- 
plicagao, na transcrigao e em outros processes. 

► Moleculas de DNA genomico e de RNA geralmente tern 
comprimentos de varias ordens de magnitude maiores 
do que as particulas virais ou celulas que as contem. 

► Muitos genes nas celulas eucarioticas, mas poucos nas 
bacterias e em arqueias, sao interrompidos por sequen¬ 
cias nao codificantes ou introns. Os segmentos codifi- 
cantes separados por introns sao denominados exons. 

► Aproximadamente em torno de 1,5% do DNA genomico 
humane codifica para proteinas. Mesmo quando os in- 
trons sao incluidos, menos de um tergo do DNA geno¬ 
mico humane e constituido por genes. Grande parte do 


TABELA24-2 



Sequenda repetida 

Organismo 

no telomero 

Homo sapiens (humano) 

(TTAGGG)^ 

Tetrahymena thermophila (protozoario 
ciliado) 

(TTGGGG)^ 

Saccharomyces cerevisiae (levedura) 

((TG),.3(TG)2_3). 

Arabidopsis thaliana (planta) 

(TTTAGGG)^ 


restante e constituida por sequencias repetidas de varies 
tipos. Acidos nucleicos parasitas, conhecidos como trans- 
posons, perfazem cerca de metade do genoma humane. 

► Os cromossomos eucarioticos tern dels importantes ti¬ 
pos de sequencias de DNA repetitive, com fungoes es- 
peciais: os centromeres, que sao pontos de fixagao do 
fuse mitotico, e os telomeres, localizados nas extremi¬ 
dades dos cromossomos. 

24.2 DNA supertorcido 

0 DNA celular, como foi visto anteriormente, e extrema- 
mente compactado, o que implica um alto gran de organi- 
zagao estrutural. 0 mecanismo de enovelamento deve nao 
so compactar o DNA, mas tambem permitir acesso a infor¬ 
magao nele contida. Antes de considerar como isso ocorre 
nos processes de replicagao e transcrigao, sera examinada 
uma propriedade importante da estrutura do DNA conheci- 
da como supertorgao. 

“Supertorgao” significa enrolar uma espiral. Um fio de 
telefone, por exemplo, e geralmente uma espiral. 0 pedago 
de fio entre a base do telefone e o fone geralmente inclui 
uma ou mais supertorgoes (Figura 24-9). 0 DNA e espi- 
ralado na forma de uma dupla-helice em que cada uma das 
cadeias do DNA se enrola ao redor de um eixo. 0 enrola- 
mento do eixo sobre si mesmo (Figura 24-10) produz o 
DNA supertorcido. Como sera detalhado a seguir, o DNA 
supertorcido geralmente e uma manifestagao de tensao es¬ 
trutural. Quando nao ha curvatura do eixo sobre si mesmo, 
diz-se que o DNA esta no estado relaxado. 



FIGURA 24-9 Supertorgao. Um fio de telefone comum e torcido como a 
helice de DNA, e a corda espiralada pode estar torcida em uma supertorpao. 
A ilustrapao e especialmente apropriada porque a observapao de um fio de 
telefone ajudou Jerome Vinograd e seus colaboradores a ter a ideia de que 
muitas das propriedades de pequenos DNA circulares poderiam ser explica- 
das pela supertorpao. A primeira deteepao de DNA supertorcido por esses 
pesquisadores, em pequenos DNA circulares virais, ocorreu em 1965. 
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Dupla-helice de 
DNA (espiralada) 



FIGURA 24-10 DNA supertorcido. Quando o eixo de urn DNA de dupla- 
-helice se enrola sobre si mesmo, ele forma uma nova helice (super-helice). A 
super-helice de DNA normalmente e denominada supertorcida. 

Seria possivel prever que a compactagao do DNA envol- 
ve alguma forma de supertorgao. Talvez seja menos previsi- 
vel o fato de que tanto a replicagao quanto a transcrigao do 
DNA tambem afetam e sao afetadas pela supertorgao. Am- 
bos os processos necessitam que as duas cadeias do DNA se 
separem, um processo complicado pelo entrelagamento das 
cadeias (como mostrado na Figura 24-11). 

0 fato de que a molecula de DNA consiga se dobrar so¬ 
bre si mesma e tornar-se supertorcida em um DNA celular 
altamente compactado pareceria logico, e talvez trivial, nao 
fosse um fator adicional: muitas moleculas de DNA circu- 
lares permanecem altamente supertorcidas mesmo depois 
de serem extraidas e purificadas, portanto, isentas de pro- 
teinas e de outros componentes celulares. Isso indica que 
a supertorgao e uma propriedade intrinseca da estrutura 
terciaria do DNA. Ela ocorre em todos os DNA celulares e e 
altamente regulada em cada celula. 

Varias propriedades mensuraveis da supertorgao do DNA 
foram determinadas e o estudo da supertorgao forneceu in- 
dlcios para a compreensao da estrutura e da fungao do DNA. 
Esse trabalho se baseou fundamentalmente em conceitos 
vindos de um ramo da matematica denominado topologia, 
isto e, 0 estudo das propriedades de um objeto que nao se 
modifica sob contlnua deformagao. Para o DNA, a deforma- 
gao contlnua inclui as mudangas conformacionais devidas ao 
movimento provocado pela energia termica ou a interagao 
com protelnas e outras moleculas. A deformagao descontl- 
nua envolve quebra da cadeia de DNA. No caso de uma mole¬ 
cula de DNA circular, uma das propriedades topologicas e o 
fato de nao ser afetada pelas deformagoes da cadeia de DNA, 
desde que nao ocorram quebras na cadeia. As propriedades 
topologicas sao alteradas apenas por quebra e religagao do 
arcabougo de uma ou ambas as cadeias de DNA. 

A seguir, serao examinadas as propriedades fundamen¬ 
tals e as bases flsicas da supertorgao. 



FIGURA 24-11 Os efeitos da replicagao e da transcrigao no DNA su¬ 
pertorcido. A separagao das helices leva ao estresse e a supertorgao, pois 
o DNA esta aprisionado (nao esta livre para girar) antes da separagao das 
cadeias, porque o DNA e uma estrutura de dupla-helice. (a) 0 efeito geral 
pode ser ilustrado torcendo duas fitas de borracha uma sobre a outra para 
formar uma dupla-helice. Se um lado e aprisionado, a separagao das duas 
fitas na outra extremidade levara a uma torgao. (b) Na molecula de DNA, o 
progresso da DNA-polimerase ou da RNA-polimerase (como mostrado aqui) 
ao longo do DNA envolve a separagao das helices. 0 resultado e que o DNA 
fica superenrolado na frente da enzima (a montante) e subenrolado atras 
dela (a jusante). As setas vermelhas indicam a diregao do enrolamento. 


A major parte do DNA celular se encontra subenrolado 

Para entender a supertorgao, e preciso primeiro direcionar a 
atengao para as propriedades de DNA circulares pequenos, 
como os plasmldeos e os pequenos DNA virais. Quando um 
DNA desses nao tern quebras em nenhuma de suas duas ca¬ 
deias, ele e denominado DNA circular fechado. Se o DNA 
de uma molecula circular fechada apresenta uma conforma- 
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FIGURA 24-12 DNA de plasmideos relaxados e supertorcidos. A molecula na micrografia eletronica 
mais a esquerda esta relaxada. 0 grau de supertorgao aumenta da esquerda para a direita. 


gao proxima da estmtura da forma B (a estrutura de Watson 
e Crick; ver Figura 8-13), com uma volta da dupla-helice a 
cada 10,5 pb, 0 DNA esta relaxado e nao supertorcido (Figu- 
ra 24-12). A supertorgao ocorre quando o DNA e submetido 
a alguma forma de tensao estrutural. 0 DNA circular fechado, 
quando purificado, rarameute esta relaxado, iudepeudeute- 
meute da sua origem biologica. Alem disso, DNA derivado de 
determiuado tipo de celula tern um grau caracteristico de su- 
pertorgao. Portauto, a estrutura do DNA e teusiouada de uma 
maueira regulada pela celula de modo a iuduzir supertorgao. 

Em praticamente todos os casos, a tensao e o resultado 
do subenrolamento da dupla-helice de DNA circular fe¬ 
chado. Em outras palavras, o DNA tern um numero menor 
de voltas da helice do que o esperado para uma estrutura na 
forma B. Os efeitos desse subenrolamento estao resumidos 
na Figura 24-13. Um segmento de 84 pb de DNA circular 
no estado relaxado deve conter oito voltas da dupla-helice, 
uma a cada 10,5 pb. Se uma dessas voltas e removida, serao 
84 pb/7 = 12,0 pb por volta em vez das 10,5 encontradas no 
B-DNA (Figura 24-13b). Isso e um desvio da forma de DNA 
mais estavel, e, como resultado, a molecula fica termodina- 
micamente tensionada. Em geral, muito dessa tensao pode 
ser acomodada pelo enrolamento do eixo do DNA sobre si 
mesmo, formando uma supertorgao (Figura 24-13c; parte 
da tensao nesse segmento de 84 pb poderia ser simples- 
mente dispersada na estrutura de uma molecula grande de 
DNA nao enrolada). Em principio, a tensao pode tambem 
ser acomodada pelo afastamento das duas cadeias de DNA 
a uma distancia de cerca de 10 pb (Figura 24-13d). No caso 
de DNA circular fechado isolado, a tensao introduzida pelo 
subenrolamento geralmente e acomodada pela supertor¬ 
gao, e nao pela separagao das cadeias, pois o enrolamento 
do eixo do DNA geralmente precisa de menos energia do 
que a quebra das ligagoes de hidrogenio que estabilizam o 
pareamento de bases. Observe, entretanto, que o suben¬ 
rolamento do DNA in vivo torna a separagao das cadeias 
mais facil, facilitando o acesso a informagao ali contida. 

Cada celula cria ativamente um subenrolamento no seu 
DNA com o auxilio de processes enzimaticos (descritos a 
seguir), e o estado tensionado resultante representa uma 
forma de armazenamento de energia. As celulas mantem o 
DNA em estado subenrolado para facilitar sua compactagao 
por torgao. 0 subenrolamento do DNA tambem e importan- 
te para as enzimas do metabolismo do DNA que devem pro- 
vocar a separagao das cadeias como parte de sua fungao. 


0 estado subenrolado pode ser mantido somente se o 
DNA for um circulo fechado ou se for estabilizado por liga- 
gao a proteinas de maneira que as cadeias nao estejam li- 
vres para girarem uma sobre a outra. Se houver uma quebra 
em uma das cadeias de um DNA circular isolado e livre de 
proteinas, a rotagao livre nesse ponto espontaneamente re- 
vertera o subenrolamento para o estado relaxado. Em uma 
molecula de DNA circular fechada, entretanto, o numero 
de voltas da helice nao pode ser alterado sem que ocorra ao 
menos uma quebra transitoria em uma das cadeias. Assim, 



(a) Relaxado (8 voltas) 




(c) Supertorcido 



(d) Separagao das cadeias 


FIGURA 24-13 Efeitos do subenrolamento do DNA. (a) Segmento de 
DNA de molecula circular fechada com comprimento de 84 pb na forma 
relaxada, com oito voltas na helice. (b) A remogao de uma volta provoca 
tensao na estrutura. (c)A tensao geralmente e acomodada pela formagao 
de uma supertorgao. (d) 0 subenrolamento do DNA tambem facilita a sepa¬ 
ragao das cadeias. Em principio, cada volta que e desenrolada deve facilitar 
a separagao das cadeias por cerca de 10 pb, como esta mostrado na figura. 
Entretanto, as ligagoes de hidrogenio entre os pares de bases geralmente 
impedem a separagao das cadeias de DNA em distancias curtas como essa 
e o efeito se torna importante apenas no caso de DNA mais longos e com 
maiores niveis de subenrolamento. 














988 


DAVID L. NELSON & MICHAEL M. COX 




FIGURA 24-14 Numero de liga^ao, Lk, Nesta figura, como de costume, 
cada linha azul representa uma cadeia de uma molecula de DNA de fita du- 
pla. Na molecula em (a), Lk = 1, e na molecula em (b), Lk = 6. Uma das 
cadeias em (b) esta representada nao torcida para fins de ilustrapao e define 
os limites de uma superficie imaginaria (sombreada em azul). 0 numero de 
vezes que a cadeia representada enrolada passa por essa superficie fornece 
a definipao exata de numero de ligapao. 

o numero de voltas da helice em uma molecula de DNA for¬ 
nece uma descrigao precisa da supertorgao. 





FIGURA 24-15 Numero de liga^ao aplicado a moleculas de DNA cir¬ 
cular fechado. Representapao de urn DNA circular com 2.100 pb em tres 
formas distintas: (a) relaxado, Lk = 200; (b) relaxado com urn corte (quebra) 
em uma das cadeias, /./cindefinido; (c) subenrolado em duas voltas, Lk = 198. 
A molecula subenrolada geralmente existe como molecula supertorcida, 
mas o subenrolamento tambem facilita a separapao das fitas do DNA. 


0 subenrolamento do DNA e definido pelo numero de 
liga^o topologico 

0 campo da topologia fornece algumas ideias uteis para dis- 
cutir o DNA supertorcido, particularmente o conceito de 
numero de ligagao. 0 numero de ligagao e uma proprieda- 
de topologica de DNA de cadeia dupla porque ele nao varia 
quando o DNA e dobrado ou deformado, desde que ambas 
as cadeias de DNA permanegam intactas. 0 numero de liga¬ 
gao (L/c) esta ilustrado na Figura 24-14. 

luicialmeute sera visualizada a separagao de duas cadeias 
de DNA circular de cadeia dupla. Se as duas cadeias estive- 
rem associadas como esta mostrado ua Figura 24-14a, elas 
estao efetivamente unidas pelo que pode ser descrito como 
ligagao topologica. Mesmo que todas as ligagoes de hidroge- 
nio e as interagoes por empilhameuto de bases fossem aboli- 
das de modo que as duas cadeias nao teuham coutato fisico, 
essa ligagao topologica aiuda poderia manter as duas cadeias 
unidas. Observe uma das cadeias circulares pelo coutoruo 
de uma superficie (tal como um filme de sabao que ocupa o 
espago delimitado por um fio circular antes de voce soprar 
uma bolha de sabao). 0 numero de ligagao pode ser defiui- 
do como 0 numero de vezes que a segunda cadeia atravessa 
essa superficie. No caso da molecula da Figura 24-14a, Lk = 
1. Para a molecula na Figura 24-14b, Lk = 6. 0 numero de 
ligagao de um DNA circular fechado e sempre um numero 
iuteiro. Por couveugao, se as conexoes eutre as duas cadeias 
de DNA estiverem arraujadas de tal maueira que as cadeias 
se enrolem em uma helice voltada para a direita, o numero 
de ligagao e positivo (+), e se as duas cadeias se eurolarem 
em uma helice voltada para a esquerda, o numero de ligagao 
e uegativo (-). Numeros de ligagao uegativos, para todos os 
efeitos praticos, nao sao eucoutrados no DNA. 


Pode-se agora expandir essas ideias para um DNA circu¬ 
lar fechado com 2.100 pb (Figura 24-15a). Quando a mo¬ 
lecula estiver relaxada, o numero de ligagao e simplesmente 
o numero de pares de bases dividido pelo numero de pares 
de bases por volta, que e proximo de 10,5, neste caso Lk = 
200. Para uma molecula de DNA circular ter uma proprie- 
dade topologica com esse numero de ligagao, nenhuma das 
cadeias deve ter quebra. Se houver uma quebra em alguma 
das cadeias, as cadeias podem, em principio, se desenro- 
larem e se separarem completamente. Nesse caso, nao ha 
ligagao topologica, eLke indefinido (Figura 24-15b). 

Agora e possivel descrever o subenrolamento do DNA 
em termos de mudanga no numero de ligagao. 0 numero 
de ligagao no DNA relaxado (Lk^) e usado como referen¬ 
da. No caso da molecula mostrada na Figura 24-15a, Lk^ = 
200. Caso sejam removidas duas voltas dessa molecula, Lk 
= 198. A mudanga pode ser descrita pela equagao 

(LLk=Lk- Lk^ = 198 - 200 = -2 (24-1) 

Geralmente e couveuiente expressar a mudanga no nume¬ 
ro de ligagao em termos de uma graudeza que seja iudepeu- 
deute do comprimeuto da molecula de DNA. Essa quautidade, 
deuominada diferenga de ligagao especMca (cr) ou den- 
sidade de super-helice, e uma medida do numero de voltas 
removidas em relagao ao numero existente no DNA relaxado: 


No exemplo da Figura 24-15c, a = -0,01, indicaudo que 1% 
(2 de 200) das voltas da helice preseutes no DNA (ua sua for¬ 
ma B) foi removido. 0 grau de subenrolamento do DNA celu- 
lar geralmente fica eutre 5 e 7%, isto e, o- = -0,05 a -0,07. 
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DNA relaxado 
Lk = 200 


ALk^ 




Supertor<;6es 
negativas 
Lk= 198 



(A ] Supertor^oes 
positivas 
fm L/C = 202 


FIGURA 24-16 Supertor^es negativas e positivas. No caso da mole- 
cula de DNA relaxado da Figura 24-15a, o subenrolamento ou superenrola- 
mento por duas voltas da helice (Lk = 198 ou 202) produzira supertorpoes 
negativas ou positivas, respectivamente. Observe que o eixo do DNA se tor- 
ce em direpoes opostas em cada caso. 


0 sinal negativo indica que a mudanga no numero de ligagao 
e causada por um subenrolamento no DNA. A supertorgao 
induzida por subenrolamento e, assim, definida como uma 
supertorgao negativa. Do mesmo modo, sob certas condi- 
goes, 0 DNA pode ser superenrolado, resultando em uma su¬ 
pertorgao positiva. Observe que o lado para o qual o eixo da 
helice de DNA gira quando o DNA esta subenrolado (super¬ 
torgao negativa) e a imagem especular do lado para o qual o 
DNA gira quando esta superenrolado (supertorgao positiva) 
(Figura 24-16). A supertorgao nao e um processo aleatorio. 
A via da supertorgao e descrita em grande parte pela forga 
que a torgao exerce sobre o DNA ao diminuir ou aumentar o 
numero de ligagao em relagao ao B-DNA. 

0 numero de ligagao pode ser mudado por ± 1 pela quebra 
de uma cadeia de DNA, uma extremidade girando em 360° so¬ 
bre a cadeia onde nao houve quebra de ligagao e ligando nova- 
mente as extremidades onde houve a quebra da cadeia. Essa 
mudanga nao tern efeito sobre o numero de pares de bases 
ou 0 numero de atomos da molecula de DNA circular. Duas 
formas de DNA circular que diferem apenas em uma proprie- 
dade topologica sao denominadas topoisomeros. 

PROBLEMA RESOLVIDO 24-1 Calculo da densidade da super-helice 


Qual e a densidade de super-helice (o-) de um DNA circular 
fechado com comprimento de 4.200 pb e um numero de li¬ 
gagao (L/c) de 374? Qual e a densidade de super-helice do 
mesmo DNA quando Lk = 412? Essas moleculas sao nega¬ 
tiva ou positivamente supertorcidas? 

Solu^ao: Primeiro, calcule L/Cq, dividindo o comprimento 
do DNA circular fechado (em pb) por 10,5 pb/volta: (4.200 
pb)/(10,5 pb/volta) = 400. Pode-se agora calcular AL/c a 
partir da Equagao 24-1: LLk = Lk - Lk^ = 374 - 400 = 
-26. Substituindo os valores de ALk e Lk^ na Equagao 24- 
2: O’ = ALk/Lk^ = -26/400 = -0,065. Uma vez que essa 
densidade de super-helice e negativa, a molecula de DNA e 
supertorcida negativamente. 


Fita em posigao reta (DNA relaxado) 



Grande torgao, pequena mudanga na rotagao 



Zero de torgao, grande mudanga na rotagao 


FIGURA 24-17 Modelode fita para ilustrar rotagao e torgao. A fita cor 
de bronze representa o eixo de uma molecula de DNA relaxado. A tensao 
introduzida pelo entrelagamento das fitas (desenrolando o DNA) pode mani- 
festar-se como torgao ou rotagao. Geralmente as mudangas topologicas no 
numero de ligagao sao acompanhadas por alteragoes geometricas tanto na 
torgao como na rotagao. 


Quando a mesma molecula de DNA tern L/c de 412, ALk 
= 412 - 400 = 12, e o- = 12/400 = 0,03. A densidade de 
super-helice e positiva, e a molecula e supertorcida positi¬ 
vamente. 


0 numero de ligagao pode ser dissecado em dois compo- 
nentes estruturais, rotagao QTlVj de twist) e torgao (Wr, 
de writhe) (Figura 24-17). Esses conceitos sao mais difi- 
ceis de serem descritos do que o numero de ligagao, mas a 
torgao pode ser pensada como uma medida do espiralamen- 
to do eixo da helice e a rotagao como determinante do local 
de torgao ou relagao espacial dos pares de bases vizinhos. 
Quando o numero de ligagao e alterado, um pouco da ten¬ 
sao resultante e geralmente compensada pela torgao (su¬ 
pertorgao) e um pouco por mudanga na rotagao, originando 
a seguinte equagao 

Lk = Tw + Wr 

Tw eWr nao precisam ser numeros inteiros. Rotagao e tor¬ 
gao sao propriedades geometricas e nao propriedades topo¬ 
logicas, porque elas podem ser modificadas por deforma- 
goes em uma molecula de DNA circular fechada. 

Alem de causar supertorgao e provocar uma separagao 
mais facil das cadeias, o subenrolamento do DNA facilita al¬ 
teragoes estruturais na molecula. Essas alteragoes tern me- 
nor importancia fisiologica, mas ajudam a ilustrar os efeitos 
do subenrolamento. Lembre-se de que uma regiao crucifor- 
me (ver Figura 8-19) geralmente contem umas poucas bases 
nao pareadas; o subenrolamento do DNA ajuda a manter a 
separagao de cadeias necessaria (Figura 24-18). 0 suben¬ 
rolamento de uma helice de DNA voltada a direita tambem 
facilita a formagao de pequenos estiramentos nas regioes de 
Z-DNA (voltado a esquerda) em regioes onde a sequencia 
de bases seja compativel com a forma Z (ver Capitulo 8). 

As topoisomerases catalisam mudangas no numero de 
ligagao do DNA 

A supertorgao do DNA e um processo regulado com pre- 
cisao que influencia muitos aspectos do metabolismo do 
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DNA relaxado 


DNA subenrolado 



FIGURA 24-18 Favorecimento de estruturas cruciformes pelo suben- 
rolamento do DNA. Em principio, estruturas cruciformes podem formar-se 
em sequencias palindromicas (ver Figura 8-19), mas raramente ocorrem em 
DNA na forma relaxada, pois o DNA linear acomoda mais pares de bases em 
pareamento do que as estruturas cruciformes. 0 subenrolamento do DNA 
facilita a separaqao parcial das cadeias, necessaria para propiciar a formaqao 
de estruturas cruciformes em sequencias apropriadas. 

DNA. Cada celula tern enzimas cuja unica fungao e desen- 
rolar e/ou relaxar o DNA. As enzimas que aumentam ou di- 
minuem o grau de subenrolamento do DNA sao as topoi- 
somerases, e a propriedade que elas modificam no DNA 
e o numero de ligagao. Essas enzimas desempenham um 
papel muito importante em processes come a replicagao e 
a compactagao do DNA. Existem duas classes de topoiso- 
merases. As topoisomerases do tipo I agem quebrando 
transitoriamente uma das duas cadeias do DNA, passando 
a cadeia nao rompida pela brecha e religando as extremida- 
des quebradas. Elas modificam L/c em incrementos de 1. As 
topoisomerases do tipo II quebram ambas as cadeias do 
DNA e modificam L/c em incrementos de 2. 

Os efeitos dessas enzimas podem ser demonstrados por 
meio de eletroforese em geis de agarose (Figura 24-19). 
Uma populagao de DNA de plasmideos identicos com o 
mesmo numero de ligagao migra como uma banda discreta 
durante a eletroforese. Os topoisomeros com valores de Lk 
diferindo em apenas 1 podem ser separados por esse meto- 
do, de modo que mudangas no numero de ligagao induzidas 
por topoisomeraes sao facilmente detectaveis. 

E. coll tern ao menos quatro topoisomerases diferentes 
(I a IV). As do tipo I (topoisomerases I e III) geralmente 
relaxam o DNA por remogao de supertorgoes negativas 
(aumentando Lk '). A maneira pela qual as topoisomerases 
de tipo I bacterianas mudam o numero de ligagao esta ilus- 


1 2 3 



FIGURA 24-19 Visualiza^ao de topoisdmeros. Nesse experimento, to- 
das as moleculas de DNA apresentam o mesmo numero de pares de bases, 
mas exibem variaqao no grau de supertorqao. Uma vez que as moleculas 
de DNA supertorcidas sao mais compactas do que as moleculas relaxadas, 
elas migram mais rapidamente durante a eletroforese em gel. Os geis aqui 
mostrados separam topoisomeros (movimento de cima para baixo) que va- 
riam pouco na densidade de super-helice. Na canaleta 1, o DNA altamente 
supertorcido migra como banda unica, mesmo que provavelmente estejam 
presentes varios topoisomeros. As canaletas 2 e 3 ilustram os efeitos do trata- 
mento de DNA supertorcido com topoisomerase do tipo I. 0 DNA da cana¬ 
leta 3 foi tratado por um periodo de tempo maior do que o DNA da canaleta 
2. Como a densidade de super-helice do DNA fica diminuida ate o ponto que 
corresponda a faixa na qual o gel pode separar topoisomeros individuais, 
aparecem bandas diferentes. Bandas individuais nas regioes indicadas pelo 
colchete proximo a canaleta 3 contem DNA circular com o mesmo numero 
de ligagao, e o numero de ligagao muda em 1 de uma banda para a outra. 

trada na Figura 24-20. Uma enzima bacteriana do tipo II, 
denominada topoisomerase II ou DNA-girase, pode intro- 
duzir supertorgoes negativas (diminuir Lk). Para isso, ela 
utiliza a energia do ATP. Para alterar o numero de ligagao 
do DNA, as topoisomerases do tipo II clivam as duas cadeias 
da molecula de DNA e passam outro duplex pela quebra. 
0 grau de supertorgao do DNA bacteriano e mantido pela 
regulagao da atividade das topoisomerases I e II. 

As celulas eucarioticas tambem tern topoisomerases 
do tipo I e do tipo II. As enzimas do tipo I sao as topoiso¬ 
merases I e III. Nos vertebrados, a unica enzima do tipo II 
tern duas isoformas, denominadas IIo: e lIjS. A maioria das 
enzimas do tipo II, incluindo a DNA-girase de arqueias, 
e aparentada, definindo a familia denominada tipo IIA. 
Arqueias tambem tern uma enzima incomum, a topoiso¬ 
merase VI, que sozinha define a familia do tipo IIB. As 
topoisomerases do tipo II de eucariotos nao conseguem 
desenrolar o DNA (introduzir supertorgoes negativas), 
mas podem relaxar tanto supertorgoes negativas quanto 
positivas (Figura 24-21). 

Como sera estudado nos proximos capitulos, as topoi¬ 
somerases desempenham um papel fundamental em todos 
os aspectos do metabolismo do DNA. Consequentemente, 
elas sao alvos importantes de farmacos no tratamento de 
infecgoes bacterianas e cancer (Quadro 24-1) 

A compactagao do DNA necessita de uma forma especial 
de supertor^o 

As moleculas de DNA supertorcidas sao uniformes sob va¬ 
rios aspectos. As supertorgoes sao voltadas para a direita 
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Conformagao 5'3' Conformagao 5'3' 5'3' 5'3' 



0 ATyr do sitio ativo ataca a ligagao fosfodiester de uma das cadeias Q Enzima na conforma^ao fechada; o 3'-OH liberado ataca a liga^ao 
de DNA, clivando-a e criando uma liga^ao covalente 5'-fosfotirosil 5'-fosfotirosil proteina-DNA, ligando novamente a cadeia de DNA que 

protema-DNA. havia sido quebrada. 

MECANISMO - FIGURA 24-20 A rea^ao da topoisomerase do tipo I. A topoisomerase I bacteriana aumenta o Lk pela quebra de uma cadeia de DNA, 
passando a cadeia intacta atraves da quebra, e, em seguida, volta a selar a quebra. 0 ataque nucleofilico pelo residue deTyr do sitio ativo quebra uma cadeia 
de DNA. As extremidades estao ligadas por urn segundo ataque nucleofilico. Em cada etapa, uma ligaqao de alta energia substitui a outra. 


o 


A enzima (formada 
por varias subuni- 
dades) se liga a uma 
molecula de DNA 
(azul-claro). 



Urn segundo segmento 
da mesma molecula de 
DNA (azul-escuro) se 
liga ao portao N. 



© 


2 ATP 


y 


O segundo segmento 
(azul-escuro) fica preso. 0 
segmento azul-claro foi 
cortado nas duas cadeias 
para formar duas ligagoes 
5'-fosfotirosil (pontos 
vermelhos) com a enzima. 


© 


0 DNA quebrado e 
religado e o segundo 
segmento de DNA e 
liberado pelo portao 
C. 




O segundo 
segmento de DNA 
(azul-escuro) passa 
atraves da quebra. 


FIGURA 24-21 Altera^ao do numero de liga^ao por topoisomerases do tipo \\a de eucariotos. 0 mecanismo geral realqa a passagem de urn seg¬ 
mento de DNA duplex intacto por meio de uma quebra transitoria da cadeia dupla no outro segmento. 0 segmento de DNA entra e sai da topoisomerase pela 
cavidade acima e abaixo do DNA ligado, as quais sao chamadas de portao N e portao C. Dois ATP sao ligados e hidrolisados durante esse ciclo. A estrutura da 
enzima e o uso do ATP sao especificos para essa reaqao. 


















































992 DAVID L. NELSON & MICHAEL M. COX 




MEDICINA 


Curando doen^as pela inibi^ao detopoisomerases 


0 estado topologico do DNA presente nas celulas esta 
intimamente relacionado com sua fungao. Sem topoiso- 
merases, as celulas nao podem se replicar, compactar o 
sen DNA on expressar sens genes - e morrem. For con- 
seguinte, os inibidores de topoisomerases se tornaram 
agentes farmaceuticos importantes direcionados contra 
agentes infecciosos e celulas malignas. 

Duas classes de inibidores de topoisomerases bacte- 
rianas foram desenvoMdas como antiobioticos. As cuma- 
rinas, incluindo novobiocina e cumermicina Al, sao pro- 
dutos naturais derivados de especies de Streptomyces. 
Elas inibem a ligagao de ATP a topoisomerases do tipo 
II bacterianas, a DNA-girase e a topoisomerase IV. Esses 
antibioticos nao sao usados com frequencia para tratar 
infecgoes em humanos, mas as pesquisas continuam para 
identificar variantes que sejam clinicamente efetivas. 

Os antibioticos da quinolona, tambem inibidores da 
DNA-girase e da topoisomerase IV bacterianas, apare- 
ceram inicialmente em 1962 com a introdugao do acido 
nalidixico. Esse composto tern eficiencia limitada e nao e 
mais usado clinicamente nos Estados Unidos, mas o con- 
tinuo desenvolvimento dessa classe de farmaco levou a 
introdugao das fluoroquinolonas, exemplificadas pela ci- 
profloxacina (Cipro). As quinolonas agem bloqueando a 
ultima etapa da reagao da topoisomerase, a resselagem da 
quebra na cadeia de DNA. A ciprofloxacina e um antibio- 
tico de ample espectro. Ela e um dos poucos antibioticos 


H3C 



OH 


H3C 
Acido nalidixico 


HN 


Ciprofloxacina 


de efetividade confiavel no tratamento de infecgoes por 
carbunculo e e um agente de valor consideravel na prote- 
gao contra um possivel bioterrorismo. As quinolonas sao 
seletivas para as topoisomerases bacterianas, inibindo as 
enzimas de eucariotos apenas em concentragoes varias 
ordens de grandeza maiores do que as doses terapeuticas. 

Alguns dos mais importantes agentes quimioterapicos 
usados no tratamento do cancer sao inibidores de topoi¬ 
somerases humanas. Geralmente, nas celulas tumorais, 
as topoisomerases estao presentes em niveis elevados. 


O O 




Irinotecano 



CH, 


Topotecano 


em uma molecula supertorcida negativamente (Figura 
24-16) e tendem a ser estendidas e estreitas em vez de 
compactadas, geralmente com muitas ramificagoes (Figu¬ 
ra 24-22). Nas densidades de super-helice normalmente 


encontradas nas celulas, o comprimento dos eixos super- 
torcidos, incluindo as ramificagoes, perfaz cerca de 40% 
do comprimento total do DNA. Esse tipo de supertorgao e 
denominado plectonemica (do grego plektos, “torcido”, e 



(c) 


FIGURA 24-22 Supertorgao plectonemica. (a) Mi- 

crografia eletronica de um plasmideo de DNA plectone- 
micamente supertorcido e (b) interpretapao da estrutura 
observada. As linhas de cor purpura mostram o eixo da 
supertorgao. Observe a ramificapao da supertorpao. (c) Re- 
presentapao idealizada dessa estrutura. 
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e agentes dirigidos contra essas enzimas sao muito mais 
toxicos aos tumores do que a maioria dos outros tipos de 
tecidos. Inibidores das topoisomerases do tipo I e do tipo 
II foram desenvolvidos como medicamentos anticancer. 

A camptotecina, isolada de uma arvore ornamental 
chinesa e testada clinicamente pela primeira vez na de- 
cada de 1970, e um inibidor das topoisomerases do tipo 
I de eucariotos. Testes clinicos indicaram uma eficacia 
limitada, apesar dos resultados promissores dos estu- 



Doxorrubicina 


H 



dos pre-clinicos realizados em camundongos. Entretan- 
to, dois derivados efetivos, o irinotecano (Campto) e o 
topotecano (Hycamtin), usados respectivamente para 
o tratamento do cancer colorretal e do cancer de ova- 
rio, foram desenvolvidos na decada de 1990. E provavel 
que nos proximos anos novos derivados sejam aprovados 
para uso clinico. Todos esses medicamentos agem fixan- 
do o complexo topoisomerase-DNA que clivou o DNA e 
inibindo a formagao de nova ligagao. 

As topoisomerases do tipo II humanas sao alvos de 
grande numero de medicamentos anticancer, que in- 
cluem a doxorrubicina (Adriamicina), etoposideo (Eto- 
pofos) e elipticina. A doxorrubicina, eficaz contra varios 
tipos de tumores humanos, e uma antraciclina de uso 
clinico. A maior parte desses medicamentos estabiliza o 
complexo covalente topoisomerase-DNA (clivado). 

Geralmente todos esses agentes anticancer aumentam 
os niveis de dano ao DNA nas celulas tumorais-alvo, que 
crescem rapidamente. Entretanto, tecidos nao canceri- 
genos tambem podem ser afetados, levando a uma toxi- 
cidade generalizada e a efeitos colaterais indesejaveis que 
devem ser manejados durante a terapia. A medida que as 
terapias contra o cancer se tornam mais eficazes e as esta- 
tisticas de sobrevivencia dos pacientes de cancer melho- 
ram, o aparecimento independente de novos tumores se 
tornara um grande problema. Na busca continua de novas 
terapias contra o cancer, as topoisomerases provavelmen- 
te permanecerao como alvo proeminente para pesquisas. 



nema, “filamento”). Esse termo pode ser aplicado a qual- 
quer estrutura com cadeias entrelagadas de forma simples 
e regular, e essa e uma boa descrigao da estrutura geral do 
DNA supertorcido quando em solugao. 

A supertorgao plectonemica, a forma observada em DNA 
isolados no laboratorio, nao proporciona compactagao su- 
ficiente para acomodar o DNA dentro de uma celula. Uma 
segunda forma de supertorgao, a forma solenoide (Figura 
24-23), pode ser adotada por um DNA subenrolado. Em vez 
de supertorgoes estendidas com orientagao para a direita, ca- 
racteristicas das formas plectonemicas, a forma supertorcida 
solenoide envolve voltas apertadas orientadas a esquerda, de 
maneira semelhante a uma mangueira de jardim cuidadosa- 
mente enrolada em um carretel. Embora as suas estruturas 
sejam completamente diferentes, as supertorgoes plectone¬ 
micas e solenoides sao duas formas de supertorgao negativa 
que podem ser mantidas pelo mesmo segmento de DNA su¬ 
benrolado. As duas formas sao facilmente interconversiveis. 
Embora a forma plectonemica seja mais estavel em solugao, a 


forma solenoide pode ser estabilizada por proteinas ligantes 
e e a forma encontrada nos cromossomos eucarioticos. Ela 
proporciona um grau muito maior de compactagao (Figura 
24-23). A supertorgao solenoide e o mecanismo pelo qual o 
subenrolamento contribui para a compactagao do DNA. 

RESUMO 24.2 0 DNA supertorcido 

► A maioria dos DNA celulares e supertorcida. 0 suben¬ 
rolamento diminui o numero total de voltas da helice do 
DNA, relativamente a forma relaxada (forma B). Para 
manter um estado subenrolado, o DNA deve estar na 
forma de circulo fechado ou associado a proteinas. 0 su¬ 
benrolamento e medido por um parametro topologico 
denominado numero de ligagao, Lk. 

► 0 subenrolamento e medido em termos de diferenga de 
ligagao especifica, a (tambem denominada densidade de 
super-helice), que e {Lk - Lk^^/Lk^. Para DNA celular, a 
tern valores tipicos entre -0,05 a -0,07, o que significa 
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FIGURA 24-23 Supertorgao plectonemica e supertor^ao solenoide 
da mesma molecula de DNA, desenhadas em escala. A supertorgao 
plectonemica toma a forma de uma espiral orientada a direita. A supertorgao 
solenoide negative toma a forma de voltas apertadas orientadas a esquerda 
ao redor de uma estrutura tubular imaginaria. As duas formas sao facilmente 
interconvertidas, embora a forma solenoide em geral nao seja observada, a 
menos que certos tipos de proteinas estejam ligados ao DNA. A supertorgao 
solenoide proporciona urn grau muito maior de compactagao. 

que aproximadamente 5 a 7% das voltas da helice no DNA 
foram removidas. 0 DNA subenrolado facilita a separagao 
das cadeias pelas enzimas do metabolismo do DNA. 

► Os DNA que se diferenciam apenas pelo numero de li- 
gagao sao denominados topoisomeros. As enzimas que 
determinam subenrolamento e/ou relaxam o DNA, as 
topoisomerases, catalisam mudangas no numero de liga- 
gao. As duas classes de topoisomerases, tipo 1 e tipo II, 
alteram L/c em incrementos de 1 e 2, respectivamente, 
por evento catalitico. 

24.3 Estrutura dos cromossomos 

0 termo “cromossomo” e usado para se referir a uma mo¬ 
lecula de acido nucleico que e o repositorio da informagao 
genetica de um virus, de uma bacteria, de uma celula euca- 
riotica ou de uma organela. Tambem se refere a corpos den- 
samente corados observados em nucleus de celulas eucari- 
oticas coradas, quando visualizadas em microscopio optico. 

A cromatina e formada por DNA e por proteinas 

0 ciclo de uma celula eucariotica (ver Figura 12-44) pro- 
duz mudangas notaveis na estrutura dos cromossomos (Fi¬ 
gura 24-24). Em celulas eucarioticas que nao estejam se 
dividindo (em GO) e naquelas em interfase (Gl, S e G2), o 
material cromossomico, a cromatina, e amorfo e se mostra 
aleatoriamente distribuido em certas partes do nucleo. Na 
fase S da interfase, o DNA nesse estado amorfo se replica, 
e cada cromossomo produz dois cromossomos-irmaos (de¬ 
nominados cromatides-irmas) que permanecem associados 
entre si apos o final da replicagao. Os cromossomos se tor- 
nam muito mais condensados durante a profase da mito- 


se, tomando a forma do numero de pares bem definidos de 
cromatides-irmas especifico da especie (Figura 24-5). 

A cromatina e constituida por fibras contendo proteina 
e DNA em proporgoes aproximadamente iguais (em massa) 
e ainda uma pequena quantidade de RNA. 0 DNA na cro¬ 
matina esta associado muito firmemente a proteinas deno- 
minadas histonas, que empacotam e organizam o DNA em 
unidades estruturais denominadas nucleossomos (Figu¬ 
ra 24-25). Na cromatina, tambem sao encontradas outras 
proteinas alem das histonas; algumas ajudam a manter a 
estrutura dos cromossomos e outras regulam a expressao 
de genes especificos (Capitulo 28). Iniciando pelos nucleos¬ 
somos, o DNA cromossomico eucariotico e empacotado em 
sucessivas estruturas altamente organizadas que ao final 
produzem os cromossomos altamente compactos visualiza- 
dos na microscopia optica. Agora sera apresentada a des- 


Metafase Anafase 




FIGURA 24-24 Altera^es na estrutura dos cromossomos durante o 
ciclo celular eucariotico. As duragoes relativas das fases mostradas aqui 
foram escolhidas apenas por conveniencia. A duragao de cada fase varia 
com o tipo de celula e com as condigoes de crescimento (para organismos 
unicelulares) ou com o estado metabolico (para organismos multicelulares); 
geralmente, a mitose e a fase mais curta. 0 DNA celular e descondensado 
durante a interfase, como mostrado nos desenhos dos nucleos do diagrama. 
0 periodo de interfase pode ser dividido (ver Figura 12-44) em fase Gl {gap 
= intervalo), fase S (sintese), quando o DNA e replicado, e a fase G2, duran¬ 
te a qual os cromossomos replicados (cromatides) unem-se um ao outro. A 
mitose pode ser dividida em quatro estagios. 0 DNA sofre condensagao na 
profase. Durante a metafase, os cromossomos condensados se alinham em 
pares ao longo do piano a meio caminho entre os polos do fuso. Os dois cro¬ 
mossomos de cada par sao ligados aos diferentes polos do fuso via microtu- 
bulos que se estendem entre o fuso e os centromeros. As cromatides-irmas 
se separam na anafase, e cada uma e puxada pelo fuso ao polo ao qual se co- 
necta. 0 processo e terminado na telofase. Depois que a divisao celular esta 
completa, os cromossomos se descondensam, e o ciclo comega novamente. 
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FIGURA 24-25 Nucleossomos. (a) Os nucleossomos espagados regular- 
mente consistem em complexes de histonas associados ao DNA. (b) Nessa 
micrografia eletronica, as estruturas octamericas de histonas envoltas por 
DNA sao claramente visiveis. 


crigao dessa estmtura nos eucariotos, comparando-a com o 
empacotamento do DNA nas celulas bacterianas. 

As histonas sao protemas basicas pequenas 

Encontradas na cromatina de todas as celulas eucarioticas, 
as histonas tern peso molecular entre 11.000 e 21.000 e sao 
muito ricas nos aminoacidos basicos arginina e lisina (em 
conjunto, esses aminoacidos perfazem nm quarto do total 
de residues de aminoacidos). Todas as celulas eucarioticas 
tern cinco classes principals de histonas, que diferem no 
peso molecular e na composigao de aminoacidos (Tabela 
24-4). As histonas H3 tern sequencias de aminoacidos prati- 
camente identicas em todos os eucariotos, do mesmo mode 
que as histonas H4, o que sugere uma conservagao estrita 
nas suas fungoes. Por exemplo, apenas 2 dos 102 residues 
de aminoacidos sao diferentes quando comparados as mole- 
culas da histona H4 de ervilha e de bovine, e apenas 8 resi- 


TABELA 24-4 


Tipos e propriedades das histonas comuns 


Histona 

Peso molecular 

Numero de residues - 
de aminoacidos 

Conteudo de aminoacidos 
basicos (% do total) 

Lys 

Arg 

HI* 

21.130 

223 

29,5 

11,3 

H2A* 

13.960 

129 

10,9 

19,3 

H2B* 

13.774 

125 

16,0 

16,4 

H3 

15.273 

135 

19,6 

13,3 

H4 

11.236 

102 

10,8 

13,7 


* 0 tamanho dessas histonas varia nm pouco de especie para especie. Os valores se 
referem a histonas de bovino. 


duos diferem entre as histonas H4 de humanos e leveduras. 
As histonas HI, H2A e H2B apresentam menor similaridade 
de sequencia entre as especies de eucariotos. 

Cada tipo de histona esta sujeito a modificagoes enzi- 
maticas por metilagao, acetilagao, ADP-ribosilagao, fosfo- 
rilagao, glicosilagao, sumoilagao on ubiquitinagao. Essas 
modificagoes afetam a carga eletrica liquida, a forma e ou- 
tras propriedades das histonas, bem como as propriedades 
estruturais e funcionais da cromatina, participando na re- 
gulagao da transcrigao. 

Alem do mais, os eucariotos geralmente tern varias for¬ 
mas variantes de certas histonas, principalmente das histo¬ 
nas H2A e H3, descritas mais detalhadamente a seguir. As 
formas variantes, juntamente com suas modificagoes, tern 
papeis especificos no metabolismo do DNA. 


Os nucleossomos sao as unidades fundamentals da 
organiza^ao da cromatina 

Os cromossomos dos eucariotos, esquematizados na Figura 
24-5, representam a compactagao de uma molecula de DNA 
com comprimento de cerca de 10^ jam dentro do nucleo da ce- 
lula que tern diametro tipico de 5 a 10 jam. Essa compactagao 
envolve varios niveis de enovelamento altamente organizado. 
Submeter os cromossomos a tratamentos que os desenove- 
lem parcialmente revela uma estrutura na qual o DNA esta 
firmemente ligado a contas proteicas, geralmente espagadas 
regularmente. As contas desse “colar” sao complexos de DNA 
e histonas. Essas contas, juntamente com o DNA que as co- 
necta, formam o nucleossomo, que e a unidade fundamental 
da organizagao da cromatina compactada de forma altamente 
ordenada (Figura 24-26). A conta de cada nucleossomo con- 
tem oito moleculas de histonas: duas copias de H2A, duas c6- 
pias de H2B, duas copias de H3 e duas copias de H4. 0 espa- 
gamento das contas do nucleossomo forma uma unidade que 
se repete geralmente a cada 200 pb, dos quais 146 pb estao 
firmemente ligados ao redor do centro de oito histonas e os 
restantes servem de DNA de ligagao entre as contas do nucle¬ 
ossomo. A histona HI se liga ao DNA de ligagao. 0 breve trata- 
mento da cromatina com enzimas que digerem DNA leva a de- 
gradagao preferencial do DNA de ligagao, liberando particulas 
de histonas contendo 146 pb de DNA associado que foram 
protegidas da digestao. Pesquisadores cristalizaram centres 
nucleossomicos obtidos dessa maneira, e a analise por difra- 
gao por raios X mostra uma particula formada por oito 
moleculas de histonas com o DNA enrolado na forma de 
um solenoide supertorcido com orientagao voltada para 
esquerda (Figura 24-26). Estendendo-se a partir do nu¬ 
cleo do nucleossomo estao as causas aminoterminais das 
histonas, que sao intrinsecamente desordenadas (Figura 
24-26d). A maioria das modificagoes nas histomas ocor- 
re nessas caudas que, por sua vez, desempenham um pa- 
pel-chave na formagao de contatos entre nucleossomos 
na cromatina (Figura 24-26e). 

0 exame detalhado dessa estrutura mostra por 
que o DNA dos eucariotos e subenrolado, ainda que 
as celulas eucarioticas nao tenham enzimas que cau- 
sem esse subenrolamento. E importante notar que o 
empacotamento do tipo solenoide do DNA nos nu¬ 
cleossomos e apenas uma das formas de supertorgao 
que pode ocorrer pelo subenrolamento (supertorcido 
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FIGURA 24-26 Enrolamento do DNA ao redor do centro de uma histo- 

na. (a) A estrutura simplificada de urn octamero do nucleossomo (a esquer- 
da) com DNA enrolado em torno do centro da histona (a direita). (b) Uma 
representaqao de fita do nucleossomo da ra africana Xenopus laevis. Cores 
diferentes representam as diferentes histonas, correspondendo as cores em 
(a), (c) Representapao da superficie do nucleossomo. A vista em (c) esta gira- 
da em relapao a vista em (b) para parear na orientapao mostrada acima em 
(a). Urn segmento de DNA de 146 pb na forma de solenoide supertorcida 
com orientapao a esquerda enrolada em torno 1,67 vezes do complexo da 
histona. (d) Duas visoes das caudas aminoterminais da histona saindo en- 
tre os dois DNA duplex supertorcidos em torno do nucleossomo. Algumas 
caudas passam entre as supertorpoes atraves de buracos formados pelo ali- 
nhamento das cavidades menores de helices adjacentes. As caudas de H3 e 
H2B surgem entre as duas espirais de DNA enroladas em torno da histona. As 
caudas de H4 e H2A surgem entre subunidades de histonas adjacentes. (e) 
As caudas aminoterminais de urn nucleossomo surgem da particula e inte- 
ragem com nucleossomos adjacentes, ajudando a definir uma ordem maior 
de empacotamento de DNA. 



Caudas da histona 


Visao frontal 


H2B 


H2A 



H2A 


Visao lateral 


(e) DNA Caudas Octamero de 



negativamente) do DNA. A forte associagao do DNA ao 
redor do centro de histonas necessita que uma volta da 
helice de DNA seja removida. Quando o centro proteico 
do nucleossomo se associa, in vitro, a um DNA circular 
relaxado, a associagao introduz um supertorgao negativa. 
Uma vez que esse processo de associagao nao diva o DNA 
nem muda o numero de ligagao, a formagao de uma super¬ 
torgao solenoide negativa deve ser compensada por uma 
supertorgao positiva na regiao do DNA nao ligado a histo¬ 
nas (Figura 24-27). Como mencionado, as topoisomera- 
ses de eucariotos podem relaxar supertorgoes positivas. 0 
relaxamento da regiao supertorcida nao ligada a histonas 
deixa a supertorgao negativa fixa (por meio da ligagao ao 
centro de histonas do nucleossomo) e leva a uma diminui- 
gao total no numero de ligagao. De fato, foi provado que 
topoisomerases sao necessarias para rearranjar cromatina, 
in vitro, a partir de histonas purificadas e DNA circular. 

Outro fator que afeta a ligagao do DNA as histonas no 
centro dos nucleossomos e a sequencia desse DNA ligado. Os 


centros de histonas nao ligam DNA aleatoriamente; ao contra- 
rio, eles tendem a se posicionar em certas localizagoes. Esse 
posicionamento nao e compreendido por completo, mas, em 
certos cases, parece depender de uma abundancia de pares 
de bases A=T na helice de DNA que fica em contato com 
as histonas (Figura 24-28). 0 agrupamento de dois ou tres 
pares de base A=T facilita a compreensao da cavidade menor 
necessaria para que o DNA se envolva fortemente em torno 
do centro de histona do nucleossomo. Os nucleossomos se li¬ 
gam perfeitamente hem a sequencias onde os dinucleotideos 
AA ou AT ou TT estejam arranjados alternadamente em inter¬ 
vales de 10 pb, organizagao essa que pode corresponded in 
vivo, a ate 50% das posigoes ligadas a histonas. 

Outras proteinas sao necessarias para o posicionamen¬ 
to de alguns centros de nucleossomos no DNA. Em varies 
organismos, certas proteinas se ligam a sequencias especi- 
ficas de DNA, facilitando a formagao de nucleossomos nas 
proximidades. Os nucleossomos sao depositados no DNA 
durante a replicagao ou seguindo-se a outros processes que 
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FIGURA 24-27 Montagem da cromatina. (a) DNA circular fechado rela- 
xado. (b) A ligagao ao centro de histonas, que forma o nucleossomo, induz 
uma supertorqao negativa. Na ausencia de qualquer quebra no DNA, uma 
supertorqao positiva deve formar-se em outro lugar do DNA (A/./c = 0). (c) 0 
relaxamento dessa supertorqao positiva por uma topoisomerase deixa uma 
supertorqao negativa liquida (A/./c = -1). 



necessitam do deslocamento transitorio dos nucleossomos. 
A deposigao parece ocorrer em etapas. Um tetramero de 
duas histonas H3 e duas H4 se liga primeiramente, seguido 
da deposigao de dimeros H2A-H2B. A incorporagao dos nu¬ 
cleossomos nos cromossomos apos a replicagao cromosso- 
mica e mediada por um complexo de chaperonas de histona 
que inclui protemas conhecidas como fator de montagem 
da cromatina 1 (CAFl, de chromatin assembly fator i), 
RTT106 (regulagao de transposigao de Tyl) e fator antis- 
silenciador 1 (ASFl, de anti-silencing fator If Eles se 
ligam a variantes acetiladas de histonas H3 e H4. 0 meca- 
nismo da deposigao dos nucleossomos ainda nao e conhe- 
cido em detalhes, embora se saiba que partes desse com¬ 
plexo interajam diretamente com partes da maquinaria de 
replicagao. Algumas das mesmas chaperonas de histonas, 
on outras, podem ajudar na montagem de nucleossomos 
apos o reparo de DNA, transcrigao on outros processes. Em 
certos contextos, fatores de troca de histonas permitem a 
substituigao de histonas variantes no centro de histonas. 0 
posicionamento apropriado dessas variantes de histonas e 
importante. Estudos tern demonstrado que camundongos 
sem uma dessas histonas variantes morrem nas primeiras 
fases de embriao (Quadro 24-2). 0 posicionamento exato 
do centro dos nucleossomos tambem exerce um papel na 
expressao de certos genes eucarioticos (Capitulo 28). 



Dois ou 
mais 
G=C Db 
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mais 
A=Tpb 


Dois ou ma 
G =C pb 


Dois ou mais Dois ou mais 
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G=Cpb A=Tpb 

ois ou mais 
G =C pb 
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FIGURA 24-28 O efeito da sequenda do DNA na liga^ao do nudeos- 
somo. (PDB ID 1AOI) Periodos de dois ou mais pares de bases A=Tfacilita a 
flexao do DNA, enquanto periodos de dois ou mais pares de bases G=C tern 
o efeito oposto. Pares de bases A=T consecutivos ajudam na flexao do DNA 
em um circulo quando eles estao separados por intervalos de em torno de 
10 pb. Quando pares de bases G=C estao separados por 10 pb e deslocados 
por 5 pb de periodos de pares de base A=T, a ligaqao do DNA ao cromos- 
somo efacilitada. 


Os nucleossomos sao condensados em estruturas com 
niveis de organiza^o sucessivamente maiores 

0 involucro do DNA ao redor do centro do nucleossomo 
compacta o comprimento do DNA em cerca de sete ve- 
zes. Entretanto, a compactagao final em um cromossomo 
e maior do que 10.000 vezes - grande evidencia da exis- 
tencia de ordens maiores de organizagao estrutural. Em 
cromossomos isolados por metodos muito brandos, os 
centros de nucleossomos parecem estar organizados em 
uma estrutura denominada fibra de 30 nm (Figura 24- 
29). Esse empacotamento inclui uma molecula de histona 
HI por centro de nucleossomo. Dois modelos para a or¬ 
ganizagao das histonas e o DNA na fibra de 30 nm estao 
representados na Figura 24-29. A organizagao em fibras de 
30 nm nao se estende por todo o cromossomo, mas e pon- 
tuada por regioes ligadas a protemas (nao histonas) que 
se ligam a regioes de DNA com sequencias especificas. A 
estrutura de 30 nm tambem parece depender da atividade 
transcricional de determinada regiao do DNA. Aparente- 
mente, as regioes nas quais ha transcrigao de genes estao 
em estados menos ordenados que apresentam menos, se e 
que alguma, histona HI. 

A fibra de 30 nm, o segundo nivel da organizagao da cro¬ 
matina, fornece uma compactagao do DNA de 100 vezes. 
Os niveis mais altos de enovelamento ainda nao estao com- 
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METODOS 


Epigenetica, estrutura dos nucleossomos e variantes de histonas 


A informagao passada de uma geragao a outra - para as 
celulas-filhas na divisao celular ou dos pais para sua prole 
- nao codificada em sequencias de DNA, e denominada 
informagao epigenetica. A maior parte dessa informa- 
gao esta na forma de modificagoes covalentes das histo¬ 
nas e/ou no posicionamento de variantes de histonas nos 
cromossomos. 

As regioes da cromatina onde esta ocorrendo expres- 
sao ativa de genes (transcrigao) tendem a ser parcialmen- 
te descondensadas e sao denominadas eucromatina. 
Nessas regioes, as histonas H3 e H2A sao muitas vezes 
substituidas pelas histonas variantes H3.3 e H2AZ, res- 
pectivamente (Figura Q-1). Os complexes que depositam 
nucleossomos contendo variantes de histonas no DNA sao 
semelhantes aqueles que depositam nucleossomos com as 
histonas mais comuns. Nucleossomos contendo histona 
H3.3 sao depositados por um complexo no qual o fator de 
montagem da cromatina 1 (CAFl) e substituido pela pro- 
teina HIRA (o nome e derivado de uma classe de proteinas 
denominadas de HIR, repressor de Mstonas). Tanto CAFl 
quanto HIRA podem ser considerados chaperonas de his¬ 
tonas por ajudarem a assegurar a montagem e o posiciona¬ 
mento apropriados dos nucleossomos. A histona H3.3 se 
diferencia da H3, quanto a sequencia, em apenas quatro 
residues de aminoacidos, mas esses residues desempe- 
nham um papel-chave na deposigao das histonas. 

Assim como a histona H3.3, a H2AZ esta associada 
a um complexo diferente de deposigao do nucleossomo, 
estando geralmente associada a regioes da cromatina en- 
volvidas em transcrigao ativa. A incorporagao de H2AZ 
estabiliza o octamero do nucleossomo, mas impede inte- 
ragoes cooperativas entre os nucleossomos, necessarias 
para compactar o cromossomo. Isso leva a uma estrutura 
mais aberta do cromossomo, o que facilita a expressao 
de genes na regiao onde esta localizada a histona H2AZ. 
0 gene que codifica H2AZ e essencial nos mamiferos. Na 
mosca-da-fruta, a perda de H2AZ impede o desenvolvi- 
mento alem dos estagios larvais. 

Outra variante da H2A e a H2AX, que esta associa¬ 
da ao reparo do DNA e a recombinagao genetica. Em 
camundongos, a ausencia de H2AX leva a instabilidade 
genomica e a infertilidade nos machos. Quantidades mo- 
destas de H2AX parecem estar espalhadas ao longo do 
genoma. Quando ocorre uma quebra em uma fita dupla, 
moleculas de H2AX da vizinhanga sao fosforiladas na 
Ser^^^ da regiao carboxiterminal. 0 bloqueio experimen¬ 
tal dessa fosforilagao inibe a formagao dos complexos 
proteicos necessarios para o reparo do DNA. 


A variante da histona H3 conhecida como CENPA 
esta associada a sequencias repetidas de DNA nos cen- 
tromeros. A cromatina da regiao dos centromeros con- 
tem as chaperonas de histonas CAFl e HIRA. Essas duas 
proteinas podem estar envoMdas na deposigao dos nu¬ 
cleossomos contendo CENPA. A eliminagao do gene da 
CENPA e letal em camundongos. 

A fungao e a localizagao de variantes de histonas po¬ 
dem ser estudadas pela aplicagao de tecnologias usadas 
em genomica. Uma tecnica util e a imunoprecipitagao de 
cromatina (cromatina IP, ou ChIP). Nucleossomos con¬ 
tendo determinada histona variante sao precipitados por 
anticorpos que ligam especificamente essa variante. Es¬ 
ses nucleossomos podem ser estudados isolados do sen 
DNA, mas geralmente o DNA associado esta incluido no 
estudo para determinar onde os nucleossomos de interes- 
se se ligam. 0 DNA pode ser marcado e usado como sonda 
em um microarranjo (ver Figura 9-23), para produzir um 
mapa de sequencias genomicas as quais se ligam esses de- 
terminados nucleossomos. Uma vez que os microarranjos 
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FIGURA Q-1 Diferentes variantes das histonas H3, H2A e H2B sao conhe- 
cidas. Aqui estao mostradas as histonas que formam os centros de nucle¬ 
ossomos e algumas variantes conhecidas. Sitios de metilaqao de residues 
Lys/Arg e de fosforilagao de Ser estao indicados. HFD indica um dominio 
de histona dobrado (do ingles histone-fold domain), dominio estrutural 
comum a todas as histonas do centre do nucleossomo. 


preendidos; contudo, parece que certas regioes do DNA se 
associam com um andaime cromossomal (Figura 24-30). 
As regioes associadas com esse andaime sao separadas 
por algas de DNA com talvez 20 a 100 kpb. 0 DNA em uma 
alga de DNA contem um conjunto de genes relacionados 
entre si. 0 andaime pode center varias proteinas, especial- 


mente topoisomerase II e proteinas SMC, descrita acima. 
A presenga da topoisomerase I enfatiza ainda mais a rela- 
gao entre o DNA subenrolado e a estrutura da cromatina. 
A topoisomerase II e tao importante para a manutengao da 
estrutura da cromatina que inibidores dessa enzima podem 
matar rapidamente as celulas em divisao. Varies farmacos 
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sao muitas vezes denominados de chips, essa tecnica e 
denominada um experimento ChIP-chip (Figura Q-2). 

Histonas variantes, juntamente com as muitas modi- 
ficagoes que as histonas podem sofrer, ajudam a definir 
e isolar as fungoes da cromatina. Elas marcam a croma- 
tina facilitando ou suprimindo fungoes especificas, como 


segregagao de cromossomos, transcrigao e reparo do 
DNA. As modificagoes nas histonas nao desaparecem na 
divisao celular ou durante a meiose e assim sao parte da 
informagao transmitida de uma geragao para outra em 
todos os eucariotos. 
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FIGURA Q-2 Um experimento ChIP-chip foi planejado para mostrar as 
sequencias de DNA genomico as quais se liga uma determinada variante 
de histona. (a) Uma variante de histona contendo uma marca de epitopo 
(proteina ou estrutura quimica reconhecida por um anticorpo; ver Capitu- 
los 5 e 9) e introduzida em um tipo de celula, onde sera incorporada nos 
nucleossomos. (Em alguns casos, a marca do epitopo e desnecessaria, pois 
pode haver disponibilidade de anticorpos que se ligam diretamente a mo- 
dificaqao da histona de interesse.) A cromatina e isolada de celulas e dige- 
rida brevemente com nuclease de micrococos (MNase). 0 DNA ligado aos 
nucleossomos e protegido da digestao, mas o DNA da regiao de ligaqao 
entre os nucleossomos e clivado, liberando segmentos de DNA ligados a 
um ou dois nucleossomos. 0 anticorpo e adicionado, e os nucleossomos 
contendo a variante de histona com o epitopo marcado sao precipitados 
seletivamente. 0 DNA desses nucleossomos e extraido do precipitado, mar¬ 
cado e usado como sonda em um microarranjo que representa todas ou 
partes selecionadas das sequencias genomicas de um dado tipo de celula. 
(b) Neste exempio, a ligaqao da histona H3.3 e descrita em um segmento 
pequeno do cromossomo 21 Drosophilamelanogaster. Os numeros na parte 


superior correspondem as posiqoes nucleotidicas numeradas no braqo do 
cromossomo. Cada local no microarranjo representa 100 pb de sequencia 
genomica, de forma que os dados representados aqui correspondem a mais 
de 1.700 locais separados no microarranjo. Em cada local, o sinal do DNA 
marcado que foi precipitado com o anticorpo para a histona H3.3 esta mos- 
trado como proporqao do sinal relativo ao sinal controle produzido quando 
DNA genomico total foi isolado sem imunoprecipitaqao, foi cortado, mar¬ 
cado com marcaqoes de cores diferentes e usado como sonda no mesmo 
microarranjo. Os sinais acima da linha horizontal indicam posiqoes genomi¬ 
cas onde a ligaqao da histona H3.3 esta enriquecida em relaqao ao controle. 
Os sinais abaixo da linha sao regioes onde a histona H3.3 esta relativamente 
ausente. Os genes anotados (conhecidos) presentes nesse segmento do 
genoma estao mostrados no painel inferior (barras grossas). As barras aci¬ 
ma da linha sao genes transcritos no sentido 5' para 3' da esquerda para a 
direita, e os quadros abaixo da linha sao aqueles transcritos da direita para a 
esquerda. As barras vermelhas sao genes onde a RNA-polimerase II tambem 
e abundante, o que indica transcrigao ativa. A ligagao da histona H3.3 se 
concentra nos genes e perto deles, sofrendo transcrigao ativa. 


usados na quimioterapia do cancer sao inibidores da topoi- 
somerase II que permitem que a enzima promova a quebra 
da cadeia, mas nao permite a formagao de novas ligagoes no 
ponto das quebras (ver Quadro 24-1). 

Existem evidencias da existencia de niveis mais altos de 
organizagao nos cromossomos dos eucariotos, cada nivel 


aumentando dramaticamente o gran de compactagao do 
cromossomo. A Figura 24-31 ilustra um dos modelos de 
como esse gran de compactagao e atingido. A estrutura al- 
tamente ordenada da cromatina provavelmente varia de 
cromossomo para cromossomo, de uma regiao para outra 
de um mesmo cromossomo e de um momento para outro na 
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(a) 30 nm (b) Modelo solenoide (c) Modelo zigue-zague 



FIGURA 24-29 A fibra de 30 nm, organiza^ao altamente ordenada 
dos nucleossomos. A fibra compacta e formada pelo empacotamento 
firme dos nucleossomos. (a) A fibra de 30 nm, como pode ser visualizada 
por microscopia eletronica. Existem dois modelos propostos para a estrutura 
consistentes com os dados disponiveis: (b) o modelo solenoide, mostrando 
urn arranjo helicoidal dos nucleossomos e (c) o modelo zigue-zague mos¬ 
trando dois arranjos helicoidais de nucleossomos envoltos urn no outro. A 
linha preta esta projetada apenas para delinear o caminho geral proposto da 
estrutura organizada. 


vida da celula. Um unico modelo nao pode descrever ade- 
quadamente essas estmturas. Nao obstante, o principio 
esta claro: a compactagao do DNA nos cromossomos dos 
eucariotos provavelmente envolve torgoes sobre torgoes so- 

bre torgoes... Empacotamento tridimensional de cromossomos nu- 
cleares. 

As estruturas condensadas dos cromossomos sao 
mantidas pelas protemas SMC 

Uma terceira classe importante de protemas da cromatina, 
alem das histonas e das topoisomerases, sao as protemas 
SMC (de structural maintenence of chromosomes'). A 
estrutura primaria das protemas SMC e formada por cinco 
dommios distintos (Figura 24-32a). Os dommios globula- 
res aminoterminal e carboxiterminal, N e C, que tern, cada 
um, parte de um sitio de hidrolise de ATP, estao conectados 
por duas regioes de helice a como motivo espiral-espiralada 
(ver Figura 4-11) unido por um dommio de dobradiga. Es¬ 
sas protemas geralmente sao dimericas, formando um com- 
plexo em forma de V, que se sabe esta ligado por meio dos 
dommios de dobradiga (Figura 24-32b). Um dommio N e 
um dommio C se juntam para formar um sitio de hidrolise 
do ATP completo em cada uma das extremidades do V. 

As protemas da familia das SMC sao encontradas em 
todos os tipos de organismo, das bacterias aos seres huma- 
nos. Os eucariotos tern dois tipos principais, as coesinas e 
as condensinas, e ambas estao ligadas a protemas regulato- 
rias e acessorias (Figura 24-32c). As coesinas desempe- 
nham um papel substancial na manutengao da uniao das 
cromatides-irmas imediatamente apos a replicagao e quan- 
do os cromossomos se condensam para a metafase. Essa 
associagao e essencial para que os cromossomos sejam ade- 
quadamente segregados na divisao celular. Acredita-se que 
as coesinas, juntamente com uma terceira proteina, a cleisi- 
na, formem um anel ao redor dos cromossomos replicados 
que os mantem juntos ate que a separagao seja necessaria 
para a divisao celular. 0 anel pode expandir-se e contrair 
em resposta a hidrolise de ATP. As condensinas sao essen- 
ciais para a condensagao dos cromossomos quando a celula 



FIGURA 24-30 As al^as de DNA ligadas ao andai- 
me cromossomico. (a) Um cromossomo inchado, 
produzido em tampao com baixa forga ionica, como 
pode ser visualizado na microscopia eletronica. Ob¬ 
serve a aparencia das fibras de 30 nm (algas da cro¬ 
matina) nas margens. (b) A extragao das histonas 
deixa um andaime cromossomico proteico cercado 
por DNA aberto. (c) 0 DNA parece ser organizado em 
algas ligadas em sua base ao andaime, no canto su¬ 
perior esquerdo. 
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FIGURA 24-31 Compacta^ao do DNA nos cromossomos eucarioti- 
cos. Esse modelo mostra os niveis de organizagao compativeis com o grau 
de compactagao do DNA nos cromossomos de eucariotos. Primeiro o DNA 
e envolto em octameros de histonas, entao a histona HI estimula a forma- 
gao da fibra de 30 nm. Niveis adicionais de organizagao nao estao completa- 
mente esclarecidos, mas parece envolver a formagao de espirais adicionais e 


algas na forma de rosetas, as quais tambem se espiralam em estruturas mais 
grossas. De forma geral, niveis graduais de organizagao assumem a forma de 
espirais sobre espirais sobre espirais. Nas celulas, as estruturas de mais alta 
ordem (acima das fibras de 30 nm) dificilmente sao tao uniformes como o 
apresentado nesse esquema. 


Cabega 


Conector a-helicoidal 



Dobradiga 


Cabega 


FIGURA 24-32 Estrutura das protemas SMC. (a) As proteinas SMC tern cinco dominios. (b) Cada polipeptideo SMC 
esta dobrado de forma que os dois dominios espiral-espiralada se enrolam em torno de si e os dominios N e C se juntam 
para formar urn sitio de hidrolise do ATP complete. Dois polipeptideos estao ligados na regiao de dobradiga para formar 
uma molecula dimerica de SMC em forma deV. (c) As proteinas SMC de bacterias formam urn homodimero. As seis dife- 
rentes proteinas SMC dos eucariotos formam heterodimeros. As coesinas sao formadas por pares das proteinas SMCl e 
SMC3 e as condensinas por pares de SMC2 e SMC4.0 par SMC5 e SMC6 esta envolvido no reparo do DNA. (d) Micrografias 
eletronicas dos dimeros de SMC da bacteria Bacillus subtilis. 
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FIGURA 24-33 O possivel papel das condensinas na conden- 
sa^ao da cromatina. Inicialmente, o DNA e ligado a regiao de do- 
bradiga da proteina SMC, no interior do que se torna um anel SMC 
intramolecular. A ligagao de ATP leva a uma associagao cabega-cabega, 
formando algas superespiraladas no DNA ligado. Rearranjos subse- 
quentes das interagdes cabega-cabega para formar rosetas conden- 
sam o DNA. As condensinas podem organizar essas algas dos segmen- 
tos dos cromossomos de varias maneiras. Dois modelos atuais estao 
mostrados. 

entra em mitose. Em condigoes laboratoriais, as con¬ 
densinas se ligam ao DNA de maneira a criar supertor- 
goes positivas, isto e, a ligagao de condensinas torna o 
DNA superenrolado, ao contrario daquele com o suben- 
rolamento induzido pela ligagao dos nucleossomos. Um 
modelo para o papel das condensinas na compactagao 
da cromatina esta mostrado na Figura 24-33. As coesi- 
nas e as condensinas sao essenciais na orquestragao das 
muitas mudangas que ocorrem na estrutura dos cromos¬ 
somos durante o ciclo celular das celulas eucarioticas 
(Figura 24-34). 

0 DNA das bacterias tambem e altamente organizado 

Sera considerada agora, brevemente, a estrutura dos 
cromossomos bacterianos. 0 DNA bacteriano e com- 
pactado em uma estrutura denominada nucleoide, que 
pode ocupar uma parte significativa do volume celular 
(Figura 24-35). 0 DNA parece estar ancorado em um 
on mais pontos da face interna da membrana plasmatica. 
Conhece-se muito menos sobre a estrutura do nucleoi¬ 
de do que sobre a cromatina dos eucariotos, entretanto, 
essa estrutura complexa vai aos poucos sendo revelada. 
EmE. coli, algo como um arcabougo parece organizar o 
cromossomo circular em uma serie de cerca de 500 do- 
minios em algas, cada um com uma media de 10.000 pb 
(Figura 24-36), como descrito para a cromatina. Esses 
dominios sao topologicamente restritos; por exemplo. 
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FIGURA 24-34 Os papeis das coesinas e das condensinas no ciclo 
celular eucariotico. As coesinas sao depositadas sobre os cromossomos 
durante a fase G1 (ver Figura 24-24), unindo as cromatides-irmas durante a 
replicagao. Com o inicio da mitose, as condensinas se ligam e mantem as 


cromatides em um estado condensado. Durante a anafase, uma atividade 
denominada separase remove as ligagoes de coesina. Uma vez que as cro¬ 
matides se separam, inicia a separagao das condensinas, e os cromossomos 
retornam ao estado nao condensado. 
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FIGURA 24-35 Nucleoide de E coli, 0 DNA destas celulas esta corado 
com urn corante que emite fluorescencia quando exposto a luz ultravioleta. 
As areas claras definem o nucleoide. Observe que algumas celulas replica- 
ram seu DNA, mas ainda nao sofreram divisao celular e, portanto, apresen- 
tam muitos nucleolos. 


se o DNA for clivado em um dommio, apenas esse dommio 
sera relaxado. Os dommios nao tern finals fixos. Ao contra- 
rio, os limites estao provavelmente em constante movimen- 
tagao ao longo do DNA, coordenados com a replicagao do 
DNA. 0 DNA bacteriano nao parece ter qualquer estrutura 
que possa se comparar com a organizagao proporcionada 
pelos nucleossomos nos eucariotos. Proteinas semelhantes 
a histonas sao abundantes na A', coli, e o exemplo mais bem 
caracterizado e uma protema de duas subunidades denomi- 
nada HU (M^ 19.000); no entanto, essas proteinas se ligam e 
se dissociam em minutos, e nunca foi observada uma estru¬ 
tura regular DNA-histona estavel. As mudangas estruturais 
dinamicas do cromossomo bacteriano podem refletir uma 
necessidade de acesso mais facil a informagao genetica. 0 
ciclo de divisao celular bacteriana pode ser tao curto como 
15 minutos, ao passo que uma celula eucariotica tipica pode 
nao se dividir em boras ou mesmo em meses. Alem disso, 
uma proporgao muito maior do DNA bacteriano e usada 
para codificar RNA e/ou produtos proteicos. Taxas mais al- 
tas de metabolismo celular nas bacterias significam que, em 
relagao a maior parte das celulas eucarioticas, uma maior 
proporgao do DNA esta sendo transcrita ou replicada em 
dado momento. 

Apos essa visao geral da complexidade da estrutura do 
DNA, sera apresentada, no proximo capitulo, uma discus- 
sao acerca do metabolismo do DNA. 

RESUMO 24.3 A estrutura dos cromossomos 

► A uuidade fundamental de organizagao ua cromatiua das 
celulas eucarioticas e o uucleossomo, que cousiste em his¬ 
tonas e um segmento de DNA de 200 pb. 0 centre e uma 
particula proteica conteudo oito histonas (duas copias de 
cada uma das histonas H2A, H2B, H3 e H4) circundada 
por um segmento de DNA (cerca de 146 pb) ua forma de 
supertorgao soleuoide orieutada para a esquerda. 

► Os nucleossomos sao organizados em fibras de 30 um 
intensamente dobradas, fornecendo a compactagao de 
10.000 vezes, necessaria para encaixar um cromossomo 
tipico dentro do nucleo da celula. Os niveis mais ele- 
vados de enovelamento incluem a fixagao a um supor- 



FIGURA 24-36 Dommios em al^a do cromossomo de E. colL Cada 
dommio tern um comprimento de cerca de 10.000 pb. Os dommios nao 
sao estaticos, mas se movem ao longo do DNA a medida que a replicaqao 
continua. Barreiras nos limites dos dommios, de composiqao desconhecida, 
evitam o relaxamento do DNA para alem dos limites do dommio onde tenha 
ocorrido uma quebra. Os supostos complexos limitrofes estao mostrados na 
forma de estruturas ovoides em sombreado acinzentado. As setas indicam o 
movimento do DNA atraves dos limites dos complexos. 


te nuclear que contem histona HI, topoisomerase II e 
proteinas SMC. As proteinas SMC, principalmente as 
coesinas e as condensinas, desempenham papeis impor- 
tantes na manutengao da organizagao dos cromossomos 
durante cada um dos estagios do ciclo celular. 

► 0 cromossomo bacteriano se encontra intensamente 
compactado em um nucleoide, mas parece ser muito 
mais dinamico e com estrutura mais irregular do que a 
cromatiua dos eucariotos, refletindo o ciclo celular mais 
curto e a grande atividade metabolica de uma celula 
bacteriana. 


Termos-chave 

Os termos em negrito estao definidos no glossdrio. 
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fenotipo 979 
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Problemas 

1. Empacotamento do DNA em um virus. 0 bacteriofago 
T2 tern uma molecula de DNA de peso molecular 120 X 10®, 
contido em uma capsula com cerca de 210 nm de comprimen- 
to. Calcule o comprimento do DNA (supondo que o peso mole¬ 
cular de um par de nucleotideos seja 650) e o compare com o 
tamanho da capsula do T2. 

2. O DNA do fago M13. A composigao de bases do DNA do 
fago M13 e A, 23%, T, 36%, G, 21%, C, 20%. 0 que isso Ihe diz 
a respeito do DNA do fago M13? 

3. O genoma do Mycoplasma, 0 genoma da bacteria mais 
simples que se conhece. Mycoplasma genitalium, e uma mo¬ 
lecula de DNA circular com 580.070 pb. Calcule o peso molecu¬ 
lar e o comprimento do contorno (quando relaxado) dessa mo¬ 
lecula. Qual o valor de Lk^ do cromossomo do Mycoplasma? 
Sea = — 0,06, qual e o valor de Lk? 

4. O tamanho dos genes dos eucariotos. Uma enzima 
isolada do figado de rato tern 192 residues de aminoacidos e e 
codificada por um gene com 1.440 pb. Explique a relagao entre 
o numero de residues de aminoacidos na enzima e o numero de 
pares de nucleotideos desse gene. 

5. Numero de liga^ao. Uma molecula de DNA circular 
fechada, na sua forma relaxada, tern um Lk de 500. Quantos 
pares de bases, aproximadamente, ha nesse DNA? Como o 
numero de ligagao e alterado (aumenta, diminui, nao muda, e 
indefinido) quando (a) um complexo proteico se liga formando 
um nucleossomo, (b) uma fita de DNA e quebrada, (c) DNA-gi- 
rase e ATP sao adicionados a solugao de DNA ou (d) a dupla- 
-helice e desnaturada pelo calor? 

6. Topologia do DNA. Na presenga de condensina de euca- 
rioto e de topoisomerase do tipo II, o Lk de uma molecula de 
DNA circular fechado e relaxado nao muda. Entretanto, o DNA 
fica cheio de nos. 
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Condensina 


Topoisomerase do tipo 


A formagao dos nos necessita de quebra do DNA, passagem de 
um segmento de DNA atraves da quebra e nova ligagao pela 
topoisomerase. Uma vez que se pode esperar que cada reagao 
da topoisomerase resulte em mudanga do numero de ligagao, 
como e que o Lk pode permanecer o mesmo? 

7. Densidade da super-helice. 0 bacteriofago A infecta E. 
coll integrando sen DNA ao cromossomo bacteriano. 0 sucesso 
dessa recombinagao depende da topologia do DNA da E. coli. 
Quando a densidade da super-helice (cr) do DNA da E. coli for 
maior do que -0,045, a probabilidade de integragao e < 20%; 
quando a for menor do que -0,06, a probabilidade e ~ 70%. 
0 DNA de um plasmideo isolado de uma cultura de E. coli tern 
comprimento de 13.800 pb e Lk de 1.222. Calcule o a desse 
DNA e estabelega um prognostico acerca da probabilidade de o 
bacteriofago A ser capaz de infectar essa cultura. 

8. Alterando o numero de ligagao. (a) Qual e o L/c de 

uma molecula circular duplex de DNA de 5.000 pb com quebra 
em uma das fitas? (b) Qual e o LA da molecula em (a) quando a 
quebra e soldada (relaxada)? (c) Quanto o Lk da molecula em 
(b) seria afetado pela agao, uma unica vez, de uma molecula 
de topoisomerase 1 de E. coli? (d) Qual e o LA da molecula 
em (b) apos sofrer oito ciclos de catalise por uma molecula de 
DNA-girase em presenga de ATP? (e) Qual e o LA da molecula 
em (d) apos quatro ciclos de catalise por uma molecula de to¬ 
poisomerase 1 bacteriana? (f) Qual e o LA da molecula em (d) 
apos se ligar a um nucleossomo? 

9. Cromatina. Uma das primeiras evidencias que ajuda- 
ram os cientistas a definir a estrutura do nucleossomo esta 
ilustrada no gel de agarose a seguir, no qual as bandas gros- 
sas representam DNA. Ele foi feito tratando brevemente a 
cromatina com uma enzima que degrada DNA e entao re- 
movendo toda a protema e submetendo o DNA purificado a 
eletroforese. Os numeros ao lado do gel indicam a posigao na 
qual um DNA linear com o tamanho indicado migraria. 0 que 
esse gel mostra sobre a estrutura da cromatina? Por que as 
bandas de DNA sao grossas e dispersas em vez de estarem 
bem definidas? 


1.000 pb- 
800 pb - 

600 pb- 
400 pb- 

200 pb - 



10. Estrutura do DNA. Explique por que o subenrolamen- 
to da helice de um B-DNA pode facilitar ou estabilizar a forma- 
gao de um Z-DNA. 

11. Manutengao da estrutura do DNA. (a) Descreva 
duas caracteristicas estruturais que uma molecula de DNA 
precisa ter para se manter em um estado supertorcido negati- 
vamente. (b) Liste tres mudangas estruturais que sao favore- 
cidas quando uma molecula de DNA fica supertorcida negati- 
vamente. (c) Qual e a enzima que, com o auxilio do ATP, pode 
gerar uma super-helicidade negativa no DNA? (d) Descreva o 
mecanismo fisico da agao dessa enzima. 

12. Cromossomos artificials de levedura (YAC). Os 

YAC sao usados para clonar segmentos grandes de DNA em ce- 
lulas de levedura. Quais sao os tres tipos de sequencia de DNA 
necessaries para garantir a replicagao e a propagagao adequa- 
das de um YAC em celulas de levedura? 

13. Estrutura do nucleoide em bacteria. Em bacterias, a 
transcrigao de um conjunto de genes e afetada pela topologia 
do DNA, sendo que a expressao aumenta ou, mais frequente- 
mente, diminui quando o DNA e relaxado. Quando o cromosso¬ 
mo de uma bacteria e clivado em um ponto especifico por uma 
enzima de restrigao (enzima que diva em uma sequencia longa 
e, portanto, rara), apenas os genes das proximidades (10.000 
pb) mostram aumento ou diminuigao da expressao. A transcri¬ 
gao dos genes em outros sitios do cromossomo nao e afetada. 
Explique. (Dica: ver Figura 24-36.) 

14. Topologia do DNA. Quando o DNA e sujeito a eletro¬ 
forese em gel de agarose, as moleculas pequenas migram mais 
rapidamente do que as grandes. DNA circulares fechados do 
mesmo tamanho, mas com diferentes numeros de ligagao, 
tambem podem ser separados em gel de agarose: topoisome- 
ros mais supertorcidos e, portanto, mais condensados migram 
mais rapidamente atraves do gel. No gel mostrado abaixo, o 
DNA de plasmideo purificado migrou da parte superior para 
a parte inferior e tern duas bandas, com a banda mais rapida 
muito mais proeminente. 

(a) Quais sao as especies de DNA nas duas bandas? (b) Se 
topoisomerase for adicionada a uma solugao desse DNA, o que 
ira acontecer com a banda da parte superior e a banda da parte 
inferior apos a eletroforese? (c) Se DNA-ligase for adicionada 
ao DNA, a aparencia das bandas ira mudar? (d) Se DNA-girase 
mais ATP for adicionado ao DNA apos a adigao de DNA-ligase, 
como mudara o padrao de bandas? 



15. DNA-topoisouierases. Quando o DNA e submetido a 
eletroforese em gel de agarose, as moleculas menores migram 
mais rapido do que as moleculas longas. DNA circulares do 
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mesmo tamanho, mas com diferengas quanto ao numero de li- 
gagao, tambem podem ser separados em gel de agarose, pois 
os topoisomeros mais supertorcidos, e, portanto, mais conden- 
sados, migram mais rapidamente no gel - da parte superior 
para a inferior dos geis mostrados ao lado. Um corante, clo- 
roquina, foi adicionado a esses geis. A cloroquina se intercala 
entre os pares de base e estabiliza uma estrutura de DNA mais 
desenrolada. Quando o gel se liga a um DNA circular relaxado, 
o DNA fica subenrolado onde o corante se liga, e as regioes 
onde o corante nao se liga ficam com supertorgoes positivas 
para compensar. No experimento aqui mostrado, foram usadas 
topoisomerases para preparar o mesmo DNA circular com dife- 
rentes densidades de super-helice (o-). 0 DNA completamente 
relaxado migra para a posigao marcada com Q (de quehra ), e 
o DNA altamente supertorcido (acima do limite no qual os to¬ 
poisomeros podem ser individualizados) migra para a posigao 
marcada com X. 



Cloroquina 5 jutg/mL 



CT media 


Or Or Or Or 

/////// 



Corre como Corre como 
+ AL^ -AL^ 


GelB 


(a) For que no gel A a canaleta de cr = 0 (i.e., DNA prepa- 
rado de modo a ter, em media, cr = 0) tern muitas bandas? 

(b) No gel B, o DNA da preparagao cr = 0 esta supertorcido 
negativa ou positivamente na presenga do corante? 

(c) Nos dois geis, a canaleta a = -0,115 tern duas bandas, 
uma com DNA relaxado e outra com DNA altamente supertor¬ 
cido. Proponha uma razao para a presenga de DNA relaxado 
nessas (e em outras) canaletas. 

(d) 0 DNA native (mais a esquerda nos dois geis) e o mes¬ 
mo DNA circular isolado das bacterias e que nao recebeu trata- 


mento. Qual e, aproxrmadamente, a densidade de super-helice 
desse DNA native? 

16. Nucleossomos. 0 genoma humane e constituido por 
um pouco mais de 3,1 bilhoes de pares de bases. Assumindo 
que ele seja recoberto por nucleossomos espagados como des- 
crito no capitulo, quantas moleculas de histonas H2A estao 
presentes em uma celula somMca humana? 


Problema de analise de dados 

17. Definindo os elementos funcionais dos cromosso- 
mos de levedura. A Figura 24-8 mostra os elementos es- 
truturais principals de um cromossomo de levedura de pao 
(Saccharomyces cerevisiaej. As propriedades de alguns des¬ 
ses elementos foram determinadas por Heiter, Mann, Snyder e 
Davis (1985). Eles basearam sen estudo no achado de que, em 
celulas de levedura, os plasmideos (que tern genes e origem de 
replicagao proprios) agem, durante a mitose, diferentemente 
dos cromossomos (que tern esses elementos e ainda centro- 
meros e telomeros). Os plasmideos nao sao manipulados pela 
maquinaria da mitose e segregam-se aleatoriamente entre as 
celulas-filhas. Sem um marcador seletivo que force a celula 
hospedeira a rete-los (ver Figura 9-4), esses plasmideos sao 
perdidos rapidamente. De maneira oposta, os cromossomos, 
mesmo sem marcador seletivo, sao manipulados pela maquina¬ 
ria da mitose e sao perdidos a uma taxa muito baixa (cerca de 
10~^ por divisao celular). 

Heiter e colaboradores usaram como estrategia para de- 
terminar os componentes importantes dos cromossomos de 
levedura a construgao de plasmideos com varias partes dos 
cromossomos, observando entao o quanto esses “cromossomos 
sinteticos” eram adequadamente segregados durante a mitose. 
Para medir a taxa de diferentes tipos de falha na segregagao 
dos cromossomos, os pesquisadores precisaram de um rapi- 
do ensaio para determinar o numero de copias de cromosso¬ 
mos sinteticos presente em diferentes celulas. Esse ensaio se 
aproveitou do fato de que as colonias de levedura da linhagem 
selvagem sao brancas, ao passo que certos mutantes que preci- 
sam de adenina (ade~) produzem colonias vermelhas no meio 
de cultura. Especificamente, celulas ade2~ nao tern AlR-carbo- 
xilase funcional (a enzima da etapa na Figura 22-35) e acu- 
mulam AIR (5-aminoimidazol-ribonucleotideo) no citoplasma. 
Esse excesso de AIR e convertido no pigmento vermelho. A 
outra parte do ensaio envolve o gene SUPl 1 , que codifica um 
supressor ocre (tipo de supressor sem sentido; ver Quadro 27- 
4), que suprime o fenotipo de alguns mutantes ade2~. 

Heiter e colaboradores comegaram com uma linhagem de 
levedura diploide e homozigota para ade2~ (essas celulas sao 
vermelhas). Quando celulas mutantes contem uma copia de 
SUPll, o defeito metabolico e parcialmente suprimido, e as 
celulas sao rosadas. Quando as celulas contem duas ou mais 
copias de SUPll, o defeito e completamente suprimido, e as 
celulas sao brancas. 

Os pesquisadores inseriram uma copia de SUPl 1 em cro¬ 
mossomos sinteticos com varios elementos que acreditavam 
serem importantes para a fungao dos cromossomos e obser- 
varam o quanto esses cromossomos passavam de uma geragao 
a outra. As celulas rosadas foram plaqueadas em meio nao se¬ 
letivo, e o comportamento dos cromossomos sinteticos foi ob- 
servado. Especificamente, Heiter e colaboradores procuravam 
colonias nas quais os cromossomos sinteticos eram inadequa- 
damente segregados na primeira divisao celular apos o plaque- 
amento, dando inicio a colonias com metade de um genotipo 
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e metade de outro. Uma vez que as celulas de levedura nao se 
movimentam, essas colonias eram setorizadas: metade da colo- 
nia era de uma cor e metade de outra cor. 

(a) Uma das maneiras de falha no processo mitotico e a 
ndo disjungdo: os cromossomos se replicam, mas as cromati- 
des-irmas nao se separam, e assim ambas as copias do cromos- 
somo terminam na mesma celula-filha. Explique por que a nao 
disjungao dos cromossomos sinteticos origina colonias que sao 
metade vermelha e metade branca. 

(b) Outra maneira de falha no processo da mitose e a per- 
da de cromossomos-. os cromossomos nao entram no nucleo 
das celulas-filhas ou nao replicam. Explique por que a perda de 
cromossomos sinteticos da origem a colonias metade vermelha 
e metade rosada. 

Calculando a frequencia dos diferentes tipos de colonia, 
Heiter e colaboradores puderam estimar a frequencia desses 
eventos mitoticos aberrantes com os diferentes tipos de cro¬ 
mossomos sinteticos. Inicialmente, eles investigaram a necessi- 
dade de sequencias centromericas, construindo cromossomos 
sinteticos com fragmentos de DNA de diferentes tamanhos 
contendo um centromere conhecido. Os resultados sao mos- 
trados a seguir. 


Cromossomo 

sintetko 

Tamanho do fragmento que 
contem o centromero (kpb) 

Perda de 
cromossomo (%) 

Nao 

disjungao (%) 

1 

Nenhum 

— 

>50 

2 

0,63 

1,6 

1,1 

3 

1,6 

1,9 

0,4 

4 

3,0 

1,7 

0,35 

5 

6,0 

1,6 

0,35 


(c) Com base nesses dados, o que voce pode concluir sobre 
o tamanho que o centromere deve ter para uma segregagao 
mitotica normal? Explique o raciodnio utilizado. 


(d) E interessante observar que todos os cromossomos 
sinteticos criados nesses experimentos eram circulares e sem 
telomeres. Explique como eles conseguiram se replicar mais 
ou menos adequadamente. 

A seguir, Heiter e colaboradores construiram uma serie de 
cromossomos sinteticos lineares que incluiam sequencias fun- 
cionais de centromeres e tambem telomeres e entao mediram 
a taxa total de erro mitotico (% perda + % de nao disjungao) 
em fungao do tamanho: 


Cromossomo sintetico 

Tamanho (kpb) 

Frequencia total de erro (%) 

6 

15 

11,0 

7 

55 

1,5 

8 

95 

0,44 

9 

137 

0,14 


(e) Com base nesses dados, o que se pode concluir sobre 
o tamanho que um cromossomo deve ter para uma segregagao 
mitotica normal? Explique o seu raciodnio. 

(f) Os cromossomos normais de levedura sao lineares, com 
um comprimento variando entre 250 kpb e 2.000 kpb, e tern 
taxa de erro mitotico de cerca de 10'^ por divisao celular. Ex- 
trapolando os resultados de (e), as sequencias de telomeros e 
centromeres usadas nesses experimentos explicam a estabili- 
dade mitotica de cromossomos normais de levedura ou deve 
haver o envolvimento de outros elementos? Explique o seu 
raciodnio. (Dica: um grafico do log da taxa de erro versus o 
comprimento sera util.) 
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Metabolismo do DNA 


25.1 Replica^aodoDNA 1011 

25.2 ReparodoDNA 1027 

25.3 RecombinagaodoDNA 1038 

C omo repositorio de informagao genetica, o DNA ocupa 
um lugar unico e central entre as macromoleculas biolo- 
gicas. As sequencias de nucleotideos de DNA codificam 
as estruturas primarias de todos os RNAs e protemas celu- 
lares e, por meio de enzimas, afetam indiretamente a smte- 
se de todos os outros constituintes celulares. Essa passa- 
gem de informagao do DNA para o RNA e protemas orienta 
o tamanho, forma e funcionamento de todos os seres vivos. 

0 DNA e um dispositivo maravilhoso para o armazena- 
mento estavel da informagao genetica. A expressao “ar- 
mazenamento estavel”, entretanto, transmite uma imagem 
estatica e enganosa. Ela nao consegue captar a complexi- 
dade dos processes pelos quais a informagao genetica e 
preservada em um estado nao corrompido e, entao, trans- 
mitida de uma geragao de celulas para a seguinte. 0 me¬ 
tabolismo do DNA compreende tanto o processo que da 
origem a copias fieis de moleculas de DNA (replicagao) 
quanto os processes que afetam a estrutura inerente da 
informagao (reparo e recombinagao). Juntas, essas ativi- 
dades sao o foco deste capitulo. 

0 metabolismo do DNA e moldado pela exigencia de 
um grau de requinte de precisao. A quimica da jungao de 
um nucleotideo com o seguinte na replicagao do DNA e 
elegante e aparentemente simples. Entretanto, como 
acontece em todos os polimeros que contem informagoes, 
formar uma ligagao covalente entre duas unidades mono- 
mericas e apenas uma pequena parte do processo bioqui- 
mico. Como sera visto, a complexidade surge na forma de 
dispositivos enzimaticos para garantir que o nucleotideo 
correto seja adicionado e que a informagao genetica seja 
transmitida intacta. Erros nao corrigidos que surgem du¬ 
rante a sintese do DNA podem ter terriveis consequencias, 
nao so porque podem afetar ou eliminar permanentemen- 
te a fungao de um gene, mas tambem porque a alteragao 
e hereditaria. 

As enzimas que sintetizam o DNA podem copiar mole¬ 
culas de DNA que contem milhoes de bases. Elas o fazem 
com fidelidade e velocidade extraordinarias, apesar do 


substrato de DNA ser altamente compactado e ligado a ou- 
tras protemas. A formagao das ligagoes de fosfodiesteres 
para unir nucleotideos no esqueleto de uma fita de DNA em 
formagao e, portanto, apenas parte de um processo elabo- 
rado que requer inumeras proteinas e enzimas. 

Manter a integridade da informagao genetica encontra- 
-se no centro do reparo do DNA. Como detalhado no Ca¬ 
pitulo 8, o DNA e suscetivel a varios tipos de reagoes que 
o danificam. Tais reagoes sao incomuns, mas significativas, 
devido a tolerancia biologica muito baixa a alteragoes na se- 
quencia do DNA. 0 DNA e a unica macromolecula para a 
qual existem sistemas de reparo; o numero, diversidade e 
complexidade dos mecanismos de reparo do DNA refletem 
a ampla variedade de injurias que podem danifica-lo. 

As celulas podem reorganizar a sua informagao genetica 
por processos coletivamente chamados de recombinagao - 
aparentemente minando o principio de que a estabilidade e 
a integridade da informagao genetica sao fundamentais. En¬ 
tretanto, a maioria dos rearranjos de DNA, de fato, desem- 
penha papeis construtivos na manutengao da integridade 
genomica, contribuindo de modo especial para a replicagao 
do DNA, reparo do DNA e segregagao cromossomica. 

Enfase especial e dada neste capitulo as enzimas do 
metabolismo do DNA. Elas merecem estudo cuidadoso nao 
apenas por sua importancia biologica intrinseca, mas tam¬ 
bem por sua crescente importancia na medicina, e por sua 
utilizagao diaria como reagentes em uma ampla variedade 
de tecnologias bioquimicas modernas. Muitas das importan- 
tes descobertas no metabolismo do DNA foram feitas com 
a Escherichia coli, por isso suas enzimas bem conhecidas 
sao geralmente utilizadas para ilustrar as regras basicas. 
Uma rapida olhada em alguns genes relevantes no mapa ge- 
netico deE. coli (Figura 25-1) fornece apenas uma suges- 
tao da complexidade dos sistemas enzimaticos envolvidos 
no metabolismo do DNA. 

Antes de um olhar mais proximo na replicagao, deve-se 
fazer um comentario sobre o uso de abreviaturas na identi- 
ficagao de genes de bacterias e proteinas - voce encontrara 
muitas delas neste capitulo e nos capitulos posteriores. Ge¬ 
nes de eucariontes tambem sao identificados por conven- 
goes semelhantes, embora a forma exata das abreviagoes 
possa variar de acordo com as especies e nenhuma conven- 
gao unica se aplique a todos os sistemas de eucariontes. 
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Protema de reparo de malpareamento mutL 
Proteina de liga^ao ao DNA de fita simples ssb 
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f;s] 
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por recombinagao ^ 
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polB DNA-polimerase II 

mutT Degrada^ao de 8-Oxo-dGTP 
pole (dnaE) Subunidade da DNA-polimerase III 
dnaQ Subunidade da DNA-polimerase III 
dinB DNA-polimerase IV 
recR Reparo por recombina^ao 

holA Subunidade da DNA-polimerase III 
phr DNA-fotoliase 

uvrB Reparo do DNA 
holB Subunidade da DNA-polimerase II 


{umuo} DNA-polimerase V 
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recombina^ao 
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FIGURA 25-1 Mapa do cromossomo de E co/i. 0 mapa mostra as po- 
sipoes relativas dos genes que codificam muitas das proteinas importantes 
no metabolismo do DNA. 0 numero de genes envolvidos fornece uma dica 
a respeito da complexidade destes processes. Os numeros 0 a 100 dentro 
do cromossomo circular indicam uma medida genetica chamada minutes. 
Cada minute corresponde a —40.000 pb ao longo da molecula de DNA. Os 


nomes dos genes em tres letras e outros elementos geralmente refletem 
algum aspecto da sua funpao e incluem mut, mi/fagenese; dna, replicapao 
do DNA; pol, DNA-po/imerase; rpo, /?NA-polimerase; uvr, resistencia a UV; 
rec, recombinapao; dom, metilapao de adeninas no DNA; lig, DNA-//gase;Ter, 
ferminapao da replicapao, e ori, origem da replicapao {oriC em E. coli, come 
mostrado nesta figura). 


CONVEN^AO-CHAVE: Genes bacterianos em geral sao identifi- 
cados utilizando-se tres letras minusculas, em italico, que 
muitas vezes refletem a fungao aparente de um gene. Por 
exemplo, os genes dna, uvr e rec afetam a replicagao do 
DNA, a resistencia aos efeitos nocivos da radiagao UV e a 
recombinagao, respectivamente. Onde varies genes afetam 
o mesmo processo, a letras A, B, C e assim por diante, sao 
adicionadas - p. ex., no dnaA, dnaB, dnaQ, - geralmente 
refletindo sua ordem de descoberta e nao sua ordem em 
uma sequencia de reagao. ■ 

A utilizagao de abreviaturas na nomeagao de proteinas 
e menos direta. Durante investigagoes geneticas, o produto 
proteico de cada gene e geralmente isolado e caracteriza- 


do. Muitos genes bacterianos foram identificados e nomea- 
dos antes que os papeis de sens produtos proteicos fossem 
compreendidos em detalhe. Algumas vezes, descobre-se 
que o produto genico e uma protema isolada previamente, e 
ocorrem algumas renomeagoes. Frequentemente, no entan- 
to, o produto vem a ser uma protema ainda desconhecida, 
com uma atividade nao descrita facilmente por um simples 
nome de enzima. 

CONVEN^AO-CHAVE: Proteinas bacterianas muitas vezes man- 
tem o nome de sens genes. Ao se referir ao produto proteico 
de um gene de E. coli, utiliza-se o tipo romano e a primeira 
letra e maiuscula: por exemplo, os produtos genicos dnaA e 
recA e as proteinas DnaA e RecA, respectivamente. ■ 
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25.1 Replica^ao do DNA 

Muito antes da estmtura do DNA ser conhecida, os cientis- 
tas queriam conhecer a origem da capacidade dos organis- 
mos de criar copias fieis de si mesmos e, mais tarde, a res- 
peito da capacidade das celulas de produzirem copias 
identicas de grandes e complexas macromoleculas. A espe- 
culagao sobre esses problemas se concentrou em torno do 
conceito de molde, estmtura que permitiria que as molecu- 
las se alinhassem em uma ordem especifica e se ligassem 
criando uma macromolecula com uma sequencia e fungao 
especificas. A decada de 1940 trouxe a revelagao de que o 
DNA era a molecula genetica, mas so depois de James 
Watson e Francis Crick deduzirem sua estrutura realmente 
se tornou claro o mecanismo pelo qual o DNA atuava como 
molde para a replicagao e transmissao da informagao gene¬ 
tica: umafita e o complemento da outra. As regras estri- 
tas do pareamento de bases significam que cada fita fornece 
um molde para uma nova fita com uma sequencia previsivel 
e complementar (ver Figuras 8-14, 8-15). 6 Nucleotideos: blo- 
cos de constru^ao de acidos nucleicos 

Ficou provado que as propriedades fundamentals do 
processo de replicagao do DNA e os mecanismos utilizados 
pelas enzimas que o catalisam sao, em essencia, identicos 
em todas as especies. Essa unidade de mecanismos e um 
tema central a medida que se prossegue a partir de proprie¬ 
dades gerais do processo de replicagao para a replicagao 
de enzimas de E. coli e, finalmente, para a replicagao em 
eucariontes. 

A replicagao do DNA segue um conjunto de regras 
fundamentals 

A pesquisa inicial sobre a replicagao do DNA bacteriano e 
suas enzimas ajudou a estabelecer varias propriedades basi- 
cas que se mostraram aplicaveis a sintese do DNA em todos 
os organismos. 

A replicagao do DNA e semiconservativa Cada fita de DNA fun- 
ciona como molde para a sintese de uma nova fita, produ- 
zindo duas novas moleculas de DNA, cada qual com uma 
fita nova e uma fita antiga. Isso e a replicagao semicon¬ 
servativa. 

Watson e Crick propuseram a hipotese de replicagao 
semiconservativa logo apos a publicagao de seu artigo de 
1953 sobre a estrutura do DNA, e a hipotese foi compro- 
vada por experimentos engenhosamente projetados, rea- 
lizados por Matthew Meselson e Franklin Stahl em 1957. 
Meselson e Stahl cultivaram celulas de E. coli por varias 
geragoes em um meio em que a unica fonte de nitrogenio 
(NH4CI) continha ^^N, o isotopo “pesado” de nitrogenio, 
no lugar do isotopo normal ^^N, “leve”, mais abundante. 
0 DNA isolado dessas celulas apresentava uma densida- 
de cerca de 1% maior do que o normal [^^N]DNA (Figura 
25-2a). Embora essa diferenga seja pequena, a mistura de 
[^^N]DNA pesado e [^^N]DNA leve pode ser separada por 
centrifugagao ate o equilibrio em um gradiente de densi- 
dade de cloreto de cesio. 

As celulas de E. coli cultivadas em um meio de ^^N 
foram transferidas para um novo meio contendo apenas 
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FIGURA 25-2 Experimento de Meselson-Stahl. (a) Celulas foram culti¬ 
vadas por muitas gerapoes em meio contendo apenas nitrogenio pesado, 
de modo que todo nitrogenio no DNA fosse como mostrado pela 
banda unica (azul) quando centrifugado em um gradiente de CsCI. (b) Uma 
vez que as celulas foram transferidas para um meio contendo apenas nitro¬ 
genio leve, o DNA celular isolado apos uma geraqao se equilibrou em 
uma posiqao mais alta no gradiente de densidade (banda roxa). (c) Um se- 
gundo cicio de replicagao gerou uma banda de DNA hibrido (roxo) e outra 
banda (roxo), contendo apenas [^^N]DNA, confirmando a replicagao semi¬ 
conservativa. 


o isotopo ^^N, em que foram deixadas crescendo ate que 
sua populagao tivesse dobrado. 0 DNA isolado dessa pri¬ 
meira geragao de celulas formava uma unica banda no 
gradiente de CsCI, em uma posigao que indicava que as 
moleculas de DNA de dupla-helice das celulas-filhas eram 
hibridas, contendo uma nova fita ^^N e uma fita parental 
‘®N (Figura 25-2b). 

Esse resultado argumentou contra a replicagao conser- 
vativa, a hipotese alternativa em que um dos resultados da 
replicagao de uma molecula de DNA consistiria em duas fi- 
tas recentemente sintetizadas de DNA e o outro conteria as 
duas fitas parentais; isso nao produziria moleculas de DNA 
hibridas no experimento de Meselson-Stahl. A hipotese de 
replicagao semiconservativa obteve mais apoio na etapa se- 
guinte do experimento (Figura 25-2c). As celulas foram no- 
vamente colocadas em crescimento ate dobrar em numero 
em um meio com ^^N. 0 produto de DNA isolado desse se- 
gundo cicio de replicagao exibiu duas bandas no gradiente 
de densidade, uma com densidade igual aquela do DNA leve 
e a outra com a densidade do DNA hibrido observada apos 
a primeira duplicagao celular. 
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A replica^ao come^a em uma origem e em geral segue bidirecionalmen- 

te Apos a confirmagao de um mecanismo de replicagao se- 
miconservativo, varias questoes surgiram. As fitas de DNA 
parentais sao completamente desenroladas antes que cada 
uma seja replicada? A replicagao se inicia em locals aleatorios 
on em um unico pouto? Apos a iniciagao em qualquer ponto 
do DNA, a replicagao segue em uma diregao ou em ambas? 

Uma indicagao inicial de que a replicagao e um processo 
altamente coordenado no qual as fitas parentais sao simulta- 
neamente desenroladas e replicadas foi fornecido por John 
Cairns, utilizando autorradiografias. Ele produziu um DNA 
de E. coil radioativo cultivando celulas em um meio conten- 
do timidina marcada com tritio C^H). Quando o DNA foi cui- 
dadosamente isolado, espalhado e coberto com uma emul- 
sao fotografica por varias semanas, os residuos de timidina 
radioativos geraram “rastros” de graos de prata na emulsao, 
produzindo uma imagem da molecula de DNA. Esses rastros 
revelaram que o cromossomo intacto de E. coli e um circulo 
unico enorme, com 1,7 mm de comprimento. 0 DNA radioa¬ 
tivo isolado das celulas durante a replicagao mostrou uma 
volta adicional (Figura 25-3). Cairns concluiu que a volta 
resultava da formagao de duas fitas filhas radioativas, cada 
uma complementar a uma fita parental. Uma ou ambas as 
extremidades da volta sao pontos dinamicos, denominados 
de forquilhas de replicagao, onde o DNA parental esta 
sendo desenrolado e as fitas separadas rapidamente repli¬ 
cadas. Os resultados de Cairns demonstraram que ambas as 
fitas de DNA sao replicadas simultaneamente, e variagoes 
no seu experimento indicaram que a replicagao de cromos- 
somos bacterianos e bidirecional: ambas as extremidades da 
volta possuem forquilhas de replicagao ativas. 

Determinar se as voltas de replicagao se originam em um 
unico ponto no DNA requer marcagoes ao longo da molecu¬ 
la de DNA. Elas foram fornecidas por uma tecnica chamada 
de mapeamento de desnaturagao, desenvoMda por Ross 
Inman e colaboradores. Utilizando o cromossomo de 48.502 
pb do bacteriofago A, Inman demonstrou que o DNA poderia 
ser seletivamente desnaturado em sequencias extraordina- 
riamente ricas em pares de bases A=T, gerando um padrao 
reproduzivel de bolhas de fitas simples (ver Figura 8-28). 0 
DNA isolado contendo voltas de replicagao pode ser parcial- 
mente desnaturado do mesmo modo. Isso permite que a posi- 
gao e o progresso das forquilhas de replicagao sejam medidos 
e mapeados, utilizando as regioes desnaturadas como pontos 
de referencia. A tecnica revelou que nesse sistema as voltas 
de replicagao sempre se iniciam em um unico ponto, chama- 
do de origem. Ele tambem confirmou a observagao inicial de 
que a replicagao e geralmente bidirecional. Para moleculas de 
DNA circulares, as duas forquilhas de replicagao se encon- 
tram em um ponto do lado do circulo oposto ao de origem. 
Origens especificas de replicagao ja foram identificadas e ca- 
racterizadas em bacterias e eucariontes inferiores. 

A smtese de DNA segue em uma diregao 5'^3^e e semidesconti- 

nua Uma nova fita de DNA e sempre sintetizada na dire¬ 
gao 5'^3', com a 3'OH livre como o ponto no qual o DNA e 
alongado (as extremidades 5' e 3' de uma fita de DNA sao 
definidas na Figura 8-7). Como as duas fitas de DNA sao 
antiparalelas, a fita que serve de molde e lida a partir da 
extremidade 3' em diregao a extremidade 5'. 
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FIGURA 25-3 Visualizagao da replicagao do DNA. Os estagios na re¬ 
plicagao das moleculas de DNA circular foram visualizados na microscopia 
eletronica. A replicagao de um cromossomo circular produz uma estrutura 
que lembra a letra grega teta, 6, uma vez que ambas as fitas sao replicadas si¬ 
multaneamente (novas fitas mostradas em cor salmao). As eletromicrografias 
mostram imagens de plasmideos de DNA sendo replicados a partir de uma 
unica origem de replicagao. 


Se a smtese sempre segue na diregao 5'-^ 3', como po- 
dem ambas as fitas serem sintetizadas simultaneamente? Se 
ambas as fitas fossem sintetizadas continuamente enquanto 
a forquilha de replicagao se movia, uma fita deveria passar 
por uma smtese de 3'^5'. Esse problema foi resolvido por 
Reiji Okazaki e colaboradores na decada de 1960. Okazaki 
descobriu que uma das novas fitas de DNA e sintetizada em 
pedagos pequenos, atualmente denominados de fragmen- 
tos de Okazaki. Esse trabalho levou a conclusao final de 
que uma fita e sintetizada continuamente e a outra descon- 
tinuamente (Figura 25-4). A fita continua, ou fita lider, e 
aquela em que a smtese 5'^3' segue na mesma diregao do 
movimento da forquilha de replicagao. A fita descontinua, ou 
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FIGURA 25-4 Definindo as fitas de DNA na forquilha de repMca^ao. 

Uma nova fita de DNA (vermelho-claro) sempre e sintetizada na diregao 
5'^3'. 0 molde e lido na diregao oposta, 3'^5'. A fita lider e sintetizada con- 
tinuamente na diregao adotada pela forquilha de replicaqao. A outra fita, retar- 
dada, e sintetizada descontinuamente em pequenos pedapos (fragmentos de 
Okazaki) em uma direpao oposta aquela em que a forquilha de replicapao se 
move. Os fragmentos de Okazaki sao ligados pela DNA-ligase. Em bacterias, 
os fragmentos de Okazaki tern ~ 1.000 a 2.000 nucleotideos de comprimento. 
Nas celulas de eucariontes eles tern 150 a 200 nucleotideos de comprimento. 


fita retardada, e aquela em que a smtese 5'^3' prossegue 
na diregao oposta da diregao do movimento da forquilha. Os 
fragmentos de Okazaki variam em comprimento desde pou- 
cas centenas ate poucos milhares de nucleotideos, depen- 
dendo do tipo celular. Como sera visto adiante, as sinteses da 
fita lider e retardada sao fortemente coordenadas. 

0 DNA e degradado por nucleases 

Para explicar a enzimologia da replicagao do DNA, primei- 
ro serao apresentadas as enzimas que degradam o DNA 
em vez de sintetiza-lo. Essas enzimas sao conhecidas 
como nucleases ou DNases, se forem especificas para o 
DNA e nao para RNA. Cada celula contem varias nuclea¬ 
ses diferentes, pertencendo a dois tipos de classes amplas: 
exonucleases e endonucleases. As exonucleases degra¬ 
dam os acidos nucleicos de uma extremidade da molecula. 
Muitas operam apenas na diregao 5'^3' ou 3'^5', remo- 
vendo nucleotideos apenas a partir da extremidade 5' ou 
3', respectivamente, de uma fita de um acido nucleico de 
fita dupla ou de um DNA de fita simples. As endonuclea¬ 
ses podem iniciar a degradagao em sitios internos especi- 
ficos em uma fita ou molecula de acido nucleico, reduzin- 
do-a a fragmentos cada vez menores. Poucas exonucleases 
e endonucleases degradam apenas DNA de fita simples. 
Ha algumas poucas importantes classes de endonucleases 
que clivam apenas em sequencias especificas de nucleoti¬ 
deos (tais como as endonucleases de restrigao tao impor¬ 
tantes em biotecnologia; ver Capitulo 9, Figura 9-2). Voce 
encontrara muitos tipos de nucleases neste e em capitulos 
subsequentes. 

0 DNA e sintetizado por DNA-polimerases 

A busca por uma enzima que poderia sintetizar o DNA 
comegou em 1955. 0 trabalho de Arthur Kornberg e co- 


laboradores levou a purificagao 
e caracterizagao de uma DNA- 
-polimerase de celulas de E. 
coil, uma enzima de um unico 
polipeptideo atualmente de- 
nominada DNA-polimerase 
I 103.000; codificada pelo 
gene polA). Bern mais tarde, 
investigadores descobriram 
que a E. coli contem, pelo me- 
nos, quatro outras DNA-poli- 
merases distintas, descritas a 
seguir. 

Estudos detalhados da 
DNA-polimerase I revelaram 
caracteristicas do processo de 
sintese do DNA que agora se 
sabem sao comuns a todas as DNA-polimerases. A reagao 
fundamental e a transference do grupo fosforil. 0 nucle- 
ofilo e o grupo 3'-hidroxila do nucleotideo na extremida¬ 
de 3' da fita em crescimento. 0 ataque nucleofilico ocorre 
no fosforo cx do desoxinucleosideo-5'-trifosfato que chega 
(Figura 25-5a). 0 pirofosfato inorganico e liberado na 
reagao. A reagao geral e 

(dNMP)^ + dNTP-> CdNMP)^+i + PP^ (25-1) 

DNA DNA 

alongado 

onde dNMP e dNTP sao desoxinucleosideos 5'-monofosfato 
e 5'-trifosfato, respectivamente. A catalise por praticamen- 
te todas as DNA-polimerases envolve principalmente dois 
ions de Mg^^ no sitio ativo (Figura 25-5a). Um desses auxi- 
lia a retirar o proton do grupo 3'-hidroxila, tornando-o um 
nucleofilo mais eficaz. 0 outro se liga ao dNTP de entrada e 
facilita sua saida do pirofosfato. 

A reagao parece prosseguir com apenas uma alteragao 
minima na energia livre, uma vez que uma ligagao fosfodi- 
ester e formada a custa de um anidrido fosfato um pouco 
menos estavel. Entretanto, o empilhamento de bases nao 
covalentes e as interagoes de pareamento de bases forne- 
cem estabilizagao adicional ao produto alongado de DNA 
em relagao ao nucleotideo livre. Alem disso, a formagao de 
produtos e facilitada na celula pelos 19 kJ/mol gerados na 
posterior hidrolise do produto de pirofosfato, pela enzima 
pirofosfatase (p. 524). 

Trabalhos recentes com a DNA-polimerase I levaram a 
definigao de duas exigencias centrais para a polimerizagao 
do DNA (Figura 25-5). Em primeiro lugar, todas as DNA- 
-polimerases precisam de um molde. A reagao de polimeri¬ 
zagao e guiada por uma fita-molde de DNA, de acordo com 
as regras de pareamento de bases previstas por Watson e 
Crick: onde uma guanina esta presente em um molde, um 
desoxinucleotideo citosina e adicionado a nova fita, e assim 
por diante. Essa foi uma descoberta particularmente impor- 
tante, nao apenas porque forneceu uma base quimica para 
uma replicagao de DNA semiconservativa precisa, mas tam- 
bem porque representou o primeiro exemplo da utilizagao 
de um molde como guia para uma reagao biossintetica. 



Arthur Kornberg, 
1918-2007 
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(a) Smtese de DNA Fita em crescimento 

(iniciador) 



l\/IECANISM0-FIGURA25-5 Alongamento da cadeia de DNA. (a)Onne- 

canismo catalitico para a adipao de urn novo nucleotideo pela DNA-polime- 
rase envolve dois ions Mg^^, coordenados aos grupos fosfato do nucleotideo 
trifosfato que chega, ao grupo 3' hidroxila que atuara como nucleofilo e tres 
residuos Asp, dois dos quais sao altamente conservados em todas as DNA- 
-polimerases. 0 ion Mg^^ representado na parte de cima facilita o ataque do 
grupo 3' hidroxila do iniciador ao fosfato a do nucleotideo trifosfato; o outro 
ion Mg^^ facilita o deslocamento do pirofosfato. Ambos os ions estabilizam a 
estrutura do estado de transipao pentacovalente. As RNA-polimerases usam 
urn mecanismo semelhante (ver Figura 26-1 a), (b) A atividade da DNA-poli- 
merase I tambem precisa de uma fita simples nao pareada para atuar como 
molde e uma fita iniciadora para fornecer o grupo hidroxila livre na extremi- 
dade 3', a qual a nova unidade de nucleotideo e adicionada. Cada nucleoti¬ 
deo que chega e selecionado em parte pelo pareamento de bases ao nu¬ 
cleotideo apropriado na fita-molde. 0 produto da reapao tern uma nova 
hidroxila 3' livre, permitindo a adipao de outro nucleotideo. 0 par de bases 
recentemente formado migra para deixar o sitio ativo disponivel para o pro¬ 
ximo par a ser formado. (c) 0 nucleo da maioria das polimerases tern urn 
formato semelhante ao de uma mao humana que envolve o sitio ativo. A es¬ 
trutura mostrada e a DNA-polimerase I de Thermusaquaticus, ligada ao DNA 
(PDB ID 4KTQ). (d) Uma interpretapao do desenho da estrutura da DNA-poli¬ 
merase mostra as partes de inserpao e pos-inserpao no sitio ativo. 0 sitio de 
inserpao e onde ocorre a adipao de nucleotideos, e o sitio de pos-inserpao e 
o local para onde o par de bases recentemente formado migra depois que 
aparece. ^ Polimerizagao de nucleotideos pela DNA-polimerase 
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Em segundo lugar, as polimerases precisam de um pri¬ 
mer (iniciador). Um iniciador e um segmento de fita (com- 
plementar ao molde) com um grupo 3'-hidroxila livre, ao 
qual um nucleotideo pode ser adicionado; a extremidade 3' 
livre do iniciador e chamada de terminal do iniciador. Em 
outras palavras, parte dessa nova fita ja deve estar no lugar: 
todas as DNA-polimerases so podem adicionar nucleotideos 
a uma fita preexistente. Muitos iniciadores sao oligonucleo- 
tideos de RNA em vez de DNA, e enzimas especializadas 
sintetizam iniciadores quando e onde sao necessarios. 

Um sitio ativo de DNA-polimerase tern duas partes (Fi¬ 
gura 25-5b). 0 nucleotideo que chega e inicialmente posi- 
cionado no sitio de inserpao. Uma vez que a ligagao fosfo- 
diester e formada, a polimerase desliza para frente no DNA 
e um novo par de bases e posicionado no sitio de pos- 


-insergao. Esses elementos estao localizados em um bolso 
que se assemelha a palma de uma mao (Figura 25-5c). 

Apos a adigao de um nucleotideo em uma fita de DNA 
em crescimento, uma DNA-polimerase pode tanto se disso- 
ciar como se mover ao longo do molde e adicionar outro 
nucleotideo. A dissociagao e a reassociagao da polimerase 
podem limitar a taxa de polimerizagao geral - o processo e 
geralmente mais rapido quando uma polimerase adiciona 
mais nucleotideos sem se dissociar do molde. 0 numero 
medio de nucleotideos adicionados antes da dissociagao de 
uma polimerase define sua processividade. DNA-polime¬ 
rases variam muito em processividade; algumas adicionam 
apenas alguns poucos nucleotideos antes de sua dissocia¬ 
gao, outras adicionam muitos milhares. ^ Polimerizagao de 
nucleotideos pela DNA-polimerase 
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A replica^ao tern alto grau de precisao 

A replicagao prossegue com extraordinmo grau de fideli- 
dade. EmE. coli, um erro acontece apenas a cada 10^ a 10^° 
nucleotideos adicionados. Para o cromossomo deE. coli de 
aproximadamente 4,6 X 10® pb, isso significa que um erro 
ocorre apenas uma vez por 1.000 a 10.000 replicagoes. Du¬ 
rante a polimerizagao, a diferenciagao entre nucleotideos 
corretos e incorretos depende nao apenas das ligagoes de 
hidrogenio que especificam o pareamento correto entre 
bases complementares, mas tambem da geometria comum 
dos pares de bases A=T padrao e G=C (Figura 25-6). 0 
sitio ativo da DNA-polimerase I acomoda apenas pares de 
bases com essa geometria. Um nucleotideo incorreto pode 
ser capaz de fazer uma ligagao de hidrogenio com uma base 
no molde, mas ele geralmente nao se encaixara no sitio ati¬ 
vo. Bases incorretas podem ser rejeitadas antes que a liga¬ 
gao fosfodiester seja formada. 

A precisao da reagao de polimerizagao em si, no entanto, 
e insuficiente para explicar o alto grau de fidelidade na repli- 
cagao. Medigoes cuidadosas in vitro mostraram que as DNA- 
-pollmerases inserem um nucleotideo incorreto para cada 10^ 
a 10® insergoes corretas. Esses erros algumas vezes ocorrem 
porque uma base esta brevemente em uma forma tautomerica 
incomum (ver Figura 8-9), permitindo que se ligue por ligagao 
de hidrogenio com um parceiro incorreto. In vivo, a taxa de 
erro e reduzida por mecanismos enzimaticos adicionais. 

Um mecanismo intrinseco a praticamente todas as 
DNA-polimerases e uma atividade de exonuclease separada 


3'^5' que realiza uma dupla verificagao em cada nucleo¬ 
tideo apos sua adigao. Essa atividade de nuclease permi- 
te a remogao pela enzima de um nucleotideo adicionado 
recentemente e e altamente especifica para pares de ba¬ 
ses nao correspondentes (Figura 25-7). Se a polimerase 
adicionou o nucleotideo errado, a translocagao da enzima 
para a posigao onde o proximo nucleotideo seria adiciona¬ 
do e inibida. Essa pausa cinetica fornece a oportunidade 
para uma corregao. A atividade da exonuclease de 3'^5' 
remove o nucleotideo malpareado, e a polimerase reinicia 
novamente. Essa atividade, conhecida como revisao, nao e 
simplesmente o inverso da reagao de polimerizagao (Equa- 
gao 25-1), porque o pirofosfato nao esta envoMdo. As ativi- 
dades de polimerizagao e revisao de uma DNA-polimerase 
podem ser medidas separadamente. A revisao aperfeigoa a 
precisao inerente da reagao de polimerizagao em 10^ a 10^ 
vezes. Na DNA-polimerase I monomerica, as atividades de 
polimerizagao e revisao possuem sitios ativos separados no 
interior do mesmo polipeptideo. 

Quando a selegao de bases e a revisao sao combinadas, 
a DNA-polimerase deixa para tras um erro resultante para 
cada 10® a 10^ bases adicionadas. No entanto, a precisao 
medida em E. coli e ainda maior. A precisao adicional e for- 
necida por um sistema enzimatico separado que repara o 
pareamento de bases malpareado (mismatched) que per- 
maneceu apos a replicagao. Esse reparo de malpareamento 
(mismatch) e descrito, junto com outros processos de re¬ 
paro do DNA, na Segao 25.2. 


(a) Pares de bases corretos 


(b) Pares de bases incorretos 


Formato do sitio ativo 





FIGURA 25-6 Contribui^ao da geometria de pares de 
bases para a fidelidade da replicagao do DNA. (a) Os 

pares de bases padrao A=T e G=C tern geometrias mui- 
to semelhantes, e um sitio ativo com tamanho adequado 
para acomodar um deles ira em geral acomodar o outro. 
(b) A geometria das bases pareadas incorretamente pode 
exclui-las do sitio ativo, como ocorre na DNA-polimerase. 
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0 A polimerase pareia 
erradamente dC com dT. 

A polimerase reposiciona a 
terminagao 3' malpareada no 
sitio da exonuclease 3'^5'. 


5' 


5' 

3' 




Sitio de 
exonuclease/ 


5' GAATCCtS 

03 ' \ 

3' CTTAGGAg 

Hsacgacta 

Sitio de 

Sitio de 


pos-insergao 


insergao 


dATP 



A polimerase incorpora o 
nucleotideo correto dA. 



FIGURA 25-7 Exempio de corre^ao de erro pela atividade de exo¬ 
nuclease 3'^5' da DNA-polimerase I. A analise estrutural localizou a 
atividade de exonuclease por tras da atividade de polimerase uma vez que 
a enzima e orientada em seu movimento ao longo do DNA. Uma base mal¬ 
pareada (aqui urn pareamento errado C-T) impede a translocaqao da DNA- 
-polimerase I para o proximo sitio. 0 DNA ligado a enzima desliza para tras 
para o sitio da exonuclease, e a enzima corrige o erro com sua atividade de 
exonuclease 3'^5'. A enzima entao reassume sua atividade de polimerase 
na direqao 5'^3'. 

A E. coil tern pelo menos cinco DNA-polimerases 

Mais de 90% da atividade de DNA-polimerase observa- 
da em extratos de E. coli pode ser explicada pela DNA- 
-polimerase L Logo apos o isolamento dessa enzima em 
1955, entretanto, comegaram a se acumular evidencias de 
que ela nao era adequada para o grande cromossomo de 
E. coli. Em primeiro lugar, a taxa com que ela adiciona 
nucleotideos (600 nucleotideos/min) e muito lenta (por 
um fator de 100 on mais) para explicar a velocidade em 
que a forquilha de replicagao se move na celula bacteriana. 
Em segundo lugar, a DNA-polimerase I tern uma proces- 
sividade relativamente lenta. Em terceiro lugar, estudos 
geneticos demonstraram que muitos genes e, portanto, 
muitas protemas, estao envoMdos na replicagao: a DNA- 
-polimerase I claramente nao age sozinha. Em quarto lu¬ 
gar, e o mais importante, em 1969 John Cairns isolou uma 
linhagem bacteriana com um gene alterado para a DNA- 
-polimerase I que produziu uma enzima inativa. Embora 
essa linhagem fosse anormalmente sensivel aos agentes 
que danificaram seu DNA, ela era, entretanto, viavel! 

Uma busca por outras DNA-polimerases levou a des- 
coberta da DNA-polimerase II e da DNA-polimerase 
III de E. coli no inicio da decada de 1970. A DNA-poli¬ 
merase II e uma enzima envolvida em um tipo de reparo 
do DNA (Segao 25.3). A DNA-polimerase III e a principal 
enzima de replicagao em E. coli. As propriedades dessas 
tres DNA-polimerases sao comparadas na Tabela 25-1. 
As DNA-polimerases IV e V, identificadas em 1999, estao 
envolvidas em uma forma incomum de reparo do DNA 
(Segao 25.2). 


TABELA 25-1 


Compara^ao de tres DNA-polimerases de E. coli 


I 


Gene estrutural* 

polA 

Subunidades (numero de tipos diferentes) 

1 

K 

103.000 

Exonuclease 3'^5' (revisao) 

Sim 

Exonuclease 5'^3' 

Sim 

Taxa de polimerizagao (nucleotideos/s) 

10-20 

Processividade (nucleotideos adicionados antes 

3-200 


que a polimerase se dissocie) 


DNA-polimerase 


polB 

polC (dnaE) 

7 

>10 

88.000^ 

791.500 

Sim 

Sim 

Nao 

Nao 

40 

250-1.000 

1.500 

>500.000 


*Para enzimas com mais de uma subunidade, o gene listado aqui codifica a subunidade com atividade de polimerizagao. Observe que 
dnaE e uma designagao anterior para o gene agora chamado de polC. 

' Apenas subunidade de polimerizagao. A DNA-polimerase II compartilha varias subunidades com a DNA-polimerase III, incluindo as 
subunidades (3, y, 8, 8' , x ^ ^ (ver Tabela 25-2). 
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A DNA-polimerase I, portanto, nao e a enzima princi¬ 
pal da replicagao; em vez disso, ela executa fungoes de 
limpeza durante a replicagao, recombinagao e reparo. As 
fungoes especiais das polimerases sao potencializadas 
por sua atividade de exonuclease 5'^3'. Essa atividade, 
diferente da atividade de revisao da exonuclease 3'^5' 
(Figura 25-7), esta localizada em um dominio estrutural 
que pode ser separado da enzima por um tratamento com 
protease fraca. Quando o dominio de exonuclease 5'^3' 
e removido, o fragmento remanescente 68.000), o 
fragmento grande on fragmento de Klenow, mantem 
as atividades de polimerizagao e revisao. A atividade de 
exonuclease 5'^3' da DNA-polimerase I intacta pode 
substituir um segmento de DNA (on RNA) pareado com a 
fita-molde, em um processo conhecido como tradugao de 
corte (nick translation') (Figura 25-8). A maior parte 
das outras DNA-polimerases nao tern a atividade de exo¬ 
nuclease 5'^3'. 

A DNA-polimerase III e muito mais complexa do que 
a DNA-polimerase I (Tabela 25-2). Suas atividades de po¬ 
limerizagao e revisao residem em suas subunidades a e s 
(epsilon), respectivamente. A subunidade 9 se associa as 
subunidades a e s para formar uma polimerase central, 
a qual pode polimerizar o DNA, mas com processividade 
limitada. Duas polimerases centrais podem se ligar uma 
a outra por outro conjunto de subunidades, um comple- 
xo de carregamento de bragadeiras ou complexo y, que 
consiste em cinco subunidades de quatro tipos diferentes 
T^ydd'. As polimerases centrais sao ligadas por meio de su¬ 



bunidades T (tau). Duas subunidades adicionais, (chi) e 
^ (psi), sao ligadas ao complexo carregador de bragadei¬ 
ras. 0 conjunto completo de 13 subunidades de proteinas 
(nove tipos diferentes) e chamado de DNA-polimerase IIP 

(Figura 25-9a). 

A DNA-polimerase IIP pode polimerizar o DNA, mas 
com uma processividade muito menor do que seria de es- 
perar para a replicagao organizada de um cromossomo in- 
teiro. 0 aumento necessario na processividade e fornecido 
pela adigao de subunidades j8, quatro das quais comple- 
tam a holoenzima da DNA-polimerase III. As subunidades 
j8 se associam em pares para formar estruturas em forma 
de “rosquinhas” que circundam o DNA e atuam como bra¬ 
gadeiras (Figura 25-9b). Cada dimero se associa com um 
subconjunto central da polimerase IIP (uma bragadeira di- 
merica para cada subconjunto central) e desliza ao longo 
do DNA a medida que a replicagao prossegue. A bragadeira 
j8 deslizante evita a dissociagao da DNA-polimerase III do 
DNA, aumentando drasticamente a processividade - mais 
de 500.000 vezes (Tabela 25-1). 

A replicagao do DNA precisa de muitas enzimas e 
fatores proteicos 

A replicagao em E. coli nao precisa apenas de uma unica 
DNA-polimerase, mas de 20 ou mais enzimas e proteinas 
diferentes, cada uma realizando uma tarefa especifica. 
0 complexo inteiro foi denominado de sistema de DNA 
replicase ou replissomo. A complexidade enzimatica da 
replicagao reflete as limitagoes impostas pela estrutura do 
DNA e pelas necessidades de precisao. As principals classes 
de enzimas de replicagao sao consideradas aqui em termos 
de problemas por elas superados. 

0 acesso as fitas de DNA que atuam como moldes re- 
quer a separagao das duas fitas parentais. Isso geralmente 
e conseguido pelas helicases, enzimas que se deslocam 
ao longo do DNA e separam suas fitas, utilizando energia 
quimica a partir do ATP. A separagao das fitas cria um 
estresse topologico na estrutura helicoidal do DNA (ver 
Figura 24-11), que e aliviado pela agao de topoisomera- 
ses. As fitas separadas sao estabilizadas por proteinas 
de ligagao de DNA. Como observado anteriormente, an¬ 
tes das DNA-polimerases poderem comegar a sintetizar 
DNA, iniciadores devem estar presentes no molde - ge¬ 
ralmente, pequenos segmentos de RNA sintetizados por 


FIGURA 25-8 Tradugao de corte. A DNA-polimerase I bacteriana tern tres 
dominios, um dominio que atua como catalisador da DNA-polimerase, um 
dominio de atividade de exonuclease 5'^3' e outro de atividade de exonu¬ 
clease 3'^5'. 0 dominio de exonuclease 5'^3' esta na frente da enzima 
a medida que ela se desloca ao longo do DNA e nao e mostrado na Figura 
25-5. Ao degradar a fita de DNA a frente da enzima e sintetizar uma nova fita 
atras, a DNA-polimerase I pode promover uma reaqao chamada de tradugao 
de corte {nick translation), em que uma quebra ou corte no DNA e efetiva- 
mente movida ao longo da molecula com a enzima. Esse processo tern um 
papel no reparo de DNA e na remogao dos iniciadores de RNA durante a 
replicagao (ambos descritos posteriormente). A fita de acido nucleico a ser 
removida (seja DNA ou RNA) e mostrada em roxo, a fita de substituigao em 
vermelho. A sintese do DNA comega em um corte (uma ligagao fosfodiester 
quebrada, deixando uma hidroxila livre 3' e um fosfato livre 5'). Um corte 
permanece onde a DNA-polimerase por fim se dissocia, sendo mais tarde 
selado por uma outra enzima. 
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TABELA25-2 


Subunidades da DNA-polimerase III de £ coli 


Numero de 


Subunidade 

subunidades 
por holoenzima 

M,da 

subunidade 

Gene 

Fun^ao da subunidade 


a 

2 

129.900 

polC (dnaE) 

Atividade de polimerizagao 


s 

2 

27.500 

dnaQ (mutD) 

Exonuclease de revisao 3'^5' 

" Nucleo da polimerase 

6 

2 

8.600 

holE 

Estabilizagao da subunidade s 


T 

2 

71.100 

dnaX 

Ligagao ao molde estavel; 
dimerizagao do niicleo enzimatico 

Complexo carregador 
de bragadeiras (y) que 
^ carrega as subunidades jS 

y 

1 

47.500 

dnaX"^ 

Carregadora de bragadeira 

8 

1 

38.700 

holA 

Abridor de bragadeira 

na fita retardada em cada 
fragmento de Okazaki 

8' 

1 

36.900 

holB 

Carregadora de bragadeira 

X 

1 

16.600 

hole 

Interagao com SSB 



1 

15.200 

holD 

Interagao com yex 


P 

4 

40.600 

dnaN 

Grampo de DNA necessario para 
processividade ottma 



*A subunidade y e codificada por uma porgao do gene para a subunidade t, de modo que 66% da subunidade t, em sua porgao amino terminal, tern a 
mesma sequencia de aminoacidos que a subunidade y. A subunidade y e produzida por um mecanismo de tradugao por mudanga de fase (p. 1111) que 
leva a terminagao prematura da tradugao. 


enzimas conhecidas como primases. Em ultima analise, 
os iniciadores de RNA sao removidos e substitmdos por 
DNA; emE. coli, essa e uma das muitas fungoes da DNA- 
-polimerase 1. Apos a remogao de um iniciador de RNA 
e do intervalo ser preenchido por DNA, permanece um 


corte (nick) no esqueleto de DNA na forma de uma li- 
gagao fosfodiester rompida. Esses cortes sao selados por 
DNA-ligases. Todos esses processes necessitam de co- 
ordenagao e regulagao, uma agao combinada mais bem 
caracterizada no sistema de E. coli. 



FIGURA 25-9 DNA-polimerase III. (a) Arquitetura da DNA-polimerase 
III bacteriana (Pol III). Dois dominios centrais, compostos das subunidades 
a,seO, sao ligados por um complexo carregador de bragadeiras de cinco 
subunidades (tambem conhecido como o complexo y) com a composigao 
de Tjjdd'. As subunidades centrais e o complexo carregador de bragadeiras 
constituem a DNA-polimerase III* As subunidades y e r sao codificadas pelo 
mesmo gene. A subunidade y e uma versao encurtada da subunidade r; 
esta unidade contem, portanto, um dominio identico ao da subunidade y, 
junto com um segmento adicional que interage com a polimerase central. 
As duas outras subunidades da DNA-polimerase III*,(>^30 mostradas), 


tambem se ligam ao complexo carregador de bragadeiras. Duas (3 bragadei¬ 
ras interagem com as duas porgoes centrais do subarranjo, cada bragadeira 
um dimero da subunidade (3. 0 complexo interage com a DnaB helicase 
(descrita mais tarde neste texto) pelas subunidades t. (b) As duas subunida¬ 
des jS da polimerase III da E. co//formam uma bragadeira circular que envolve 
o DNA. A bragadeira desliza ao longo da molecula de DNA, aumentando a 
processividade da holoenzima da polimerase III para mais de 500.000 nu- 
cleotideos ao impedir sua dissociagao do DNA. As duas subunidades (3 sao 
mostradas em dois tons de roxo como estruturas em fita (esquerda) e ima- 
gens de superficie (direita), envolvendo o DNA (derivado da PDB ID 2POL). 
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Arranjo em 

tandem de sequencias de 
13 pb, sequencia consenso 
GATCTNTTNTTTT 


DUE 






IMF 


Sitios de ligagao para a 
protema DnaA, cinco sequencias de 
9 pb, sequencia consenso 
TT(A/T)TNCACC 

R5 II 12 R2 FIS 



T 



13 





FIGURA 25-10 Arranjo das sequencias na origem de replica^ao de E 
coli, oriC, Sao mostradas sequencias consenso (p. 104) para elementos re- 
petidos chave. N representa qualquer urn dos quatro nucleotideos. As setas 
horizontais indicam as orientaqoes das sequencias de nucleotideos (seta da 
esquerda para a direita indica sequencia na fita de cima; da esquerda para 

A replica^ao do cromossomo de E. coli prossegue 
em estagios 

A sintese de uma molecula de DNA pode ser dividida em 
ties estagios: iniciagao, alongamento e terminagao, dife- 
renciando-se tanto pelas reagoes que ocorrem como pe- 
las enzimas necessarias. Como voce descobrira aqui e nos 
dois capitulos a seguir, a sintese dos principals polimeros 
biologicos que contem informagao - DNA, RNA e protei- 
nas - pode ser compreendida com base nesses mesmos tres 
estagios, com os estagios de cada via apresentando carac- 
teristicas peculiares. Os eventos descritos a seguir refletem 
a informagao derivada principalmente de experimentos in 
vitro utilizando proteinas purificadas de E. coli, embora os 
principios sejam altamente conservados em todos os siste- 
mas de replicagao. 

Inicia^ao A origem da replicagao de E. coli, oriC, consiste 
em 245 pb e contem elementos sequenciais de DNA que sao 
altamente conservados entre origens de replicagao bacte- 
riana. 0 arranjo geral das sequencias conservadas e ilustra- 


a direita, na fita de baixo). 0 FIS e o IMF sao sitios de ligaqao para proteinas 
descritas no texto. Os sitios R sao ligados pela DnaA. Os sitios I sao sitios adi- 
cionais de ligaqao pela DnaA (com diferentes sequencias), ligados pela DnaA 
apenas quando a proteina esta complexada com ATP. 


do na Figura 25-10. Dois tipos de sequencias apresentam 
especial interesse: cinco repetigoes de uma sequencia de 9 
pb (sitios R) que funcionam como sitios de ligagao para a 
proteina iniciadora chave DnaA, e uma regiao rica em pa¬ 
res de bases A=T chamada de elemento de desenrola- 
mento de DNA (DUE) . Ha tres sitios de ligagao de DnaA 
(sitios I), e sitios de ligagao para proteinas IHF (fator de 
integragao do hospedeiro) e FIS (fator para estimulagao de 
inversao). Essas duas proteinas foram descobertas como 
componentes necessarios de algumas reagoes de recombi- 
nagao descritas adiante neste capitulo, e sens nomes refle¬ 
tem esses papeis. Outra proteina de ligagao de DNA, a HU 
(proteina bacteriana semelhante a histona, originalmente 
denominada de fator U), tambem participa, mas nao tern 
um sitio de ligagao especifico. 

Pelo menos 10 enzimas on proteinas diferentes (resumi- 
das na Tabela 25-3) participam da fase de iniciagao da repli¬ 
cagao. Elas abrem a helice do DNA na origem e estabelecem 
um complexo de pre-iniciagao para reagoes subsequentes. 
0 componente crucial no processo de iniciagao e a proteina 
DnaA, um membro da familia de proteinas AAA+ ATPase 


TABELA 25-3 


Proteinas necessarias para iniciar a replicagao na origem de £ coli 


Protema 

M, 

Numero de 
subunidades 

Fun^ao 

Proteina DnaA 

52.000 

1 

Reconhece a sequencia ori; abre o duplex em sitios especificos 
na origem 

Proteina DnaB (helicase) 

300.000 

6* 

Desenrola o DNA 

Proteina DnaC 

174.000 

6* 

Necessaria para a ligagao da DnaB na origem 

HU 

19.000 

2 

Proteina semelhante a histona; proteina de ligagao do DNA; es- 
timula a iniciagao 

FIS 

22.500 

2* 

Proteina de ligagao do DNA; estimula a iniciagao 

IHF 

22.000 

2 

Proteina de ligagao do DNA; estimula a iniciagao 

Primase (proteina DnaG) 

60.000 

1 

Sintetiza iniciadores de RNA 

Proteina de ligagao ao DNA de fita sim¬ 
ples (SSB) 

75.600 

4 * 

Liga-se ao DNA de fita simples 

DNA girase (DNA-topoisomerase II) 

400.000 

4 

Alivia a tensao de torgao gerada pelo desenrolamento do DNA 

Dam metilase 

32.000 

1 

Metila as sequencias (5')GATC em oriC 


*As subunidades nesses cases sao identicas. 
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FIGURA 25-11 Modelo para inicia^ao da repMca^ao na origem de E, 
coli, oriC, Oito moleculas da proteina DnaA, cada uma com um ATP ligado, 
ligam-se nos sitios R e I na origem (ver Figura 25-10). 0 DNA esta enrolado 
em volta deste complexo, formando uma estrutura helicoidal virada para di- 
reita. A regiao DUE rica em A=T e desnaturada como resultado da tensao 
deferida pela ligagao adjacente da DnaA. A formagao do complexo DnaA 

(ATPases associadas a diversas atividades celulares). Mui- 
tas AAA+ ATPases, incluindo a DnaA, formam oligomeros 
e hidrolisam ATP com relativa lentidao. Essa hidrolise do 
ATP atua como um intermptor mediando a interconversao 
da proteina entre dois estados. No caso da DnaA, a forma 
ligada ao ATP e ativa e a forma ligada ao ADP e inativa. 

Oito moleculas de proteina DnaA, todas no estado de 
ligadas ao ATP, se reunem para formar um complexo heli¬ 
coidal abrangendo os sitios R e I no oriC (Figura 25-11). 
A DnaA tern maior afinidade pelos sitios R do que pelos 
sitios I e se liga aos sitios R com igual facilidade tanto na 
forma ligada ao ATP quanto na ligada ao ADP Os sitios I, 
os quais ligam apenas a DnaA ligada ao ATP, permitem a 
diferenciagao entre as formas ativas e inativas de DnaA. 0 
enrolamento estreito do DNA para a direita em volta desse 
complexo introduz um eficaz superespiralamento positivo 
(ver Capitulo 24). A tensao associada no DNA vizinho leva 
a desnaturagao na regiao DUE, rica em A=T. 0 complexo 
formado na origem de replicagao tambem inclui varias pro- 
teinas de ligagao de DNA - HU, IHF e FIS - que facilitam o 
enovelamento do DNA. 

A proteina DnaC, outra AAA+ ATPase, carrega entao 
a proteina DnaB para as fitas de DNA separadas na regiao 
desnaturada. Um hexamero de DnaC, com cada subunida- 
de ligada ao ATP, forma um complexo estreito com a heli¬ 
case DnaB hexamerica em forma de anel. Essa interagao 
DnaC-DnaB abre o anel de DnaB, em um processo auxi- 
liado por uma interagao adicional entre a DnaB e a DnaA. 
Dois hexameros de DnaB em forma de anel sao carregados 
no DUE, cada um em uma fita de DNA. 0 ATP ligado a 
DnaC e hidrolisado, liberando a DnaC e deixando a DnaB 
ligada ao DNA. 

0 carregamento da helicase DnaB e a etapa-chave na 
iniciagao da replicagao. Como uma helicase replicativa, 
a DnaB migra ao longo da fita simples de DNA na diregao 
5'^3', desenrolando o DNA ao longo do caminho. As he- 
licases DnaB carregadas nas duas fitas de DNA viajam em 
diregoes opostas, criando duas forquilhas de replicagao po- 
tenciais. Todas as outras proteinas na forquilha de replica¬ 
gao sao ligadas direta ou indiretamente a DnaB. A holoenzi- 
ma de DNA-polimerase III e ligada por meio de subunidades 


helicoidal e facilitada pelas proteinas HU, IHF e FIS, que nao sao mostradas 
porque seus papeis estruturais detalhados ainda nao foram definidos. Hexa¬ 
meros da proteina DnaB se ligam a cada fita, com o auxilio da proteina DnaC. 
A atividade da helicase da DnaB ainda desenrola o DNA na preparagao para 
a sintese do iniciador e do DNA. 


t; interagoes adicionais de DnaB sao descritas a seguir. A 
medida que a replicagao comega e as fitas de DNA sao se¬ 
paradas na forquilha, muitas moleculas de proteinas de li¬ 
gagao de DNA de fita simples (SSB) se ligam e estabilizam 
as fitas separadas, e a DNA-girase (DNA-topoisomerase II) 
alivia o estresse topologico induzido a frente da forquilha 
pela reagao de desenrolamento. 

A iniciagao e a unica fase da replicagao do DNA que e 
conhecida por ser regulada, e ela e regulada de modo que a 
replicagao ocorra apenas uma vez em cada ciclo celular. 0 
mecanismo de regulagao ainda nao e completamente com- 
preendido, mas estudos geneticos e bioquimicos fornece- 
ram ideias sobre varios mecanismos regulatorios distintos. 

Uma vez que a DNA-polimerase III tenha sido carrega- 
da na diregao do DNA, em conjunto com as subunidades j8 
(sinalizando a finalizagao da fase de iniciagao), a proteina 
Hda se liga as subunidades /3 e interage com a DnaA para 
estimular a hidrolise de seu ATP ligado. A Hda e mais outra 
AAA+ ATPase intimamente relacionada a DnaA (seu nome 
e derivado de /^omologo a DnaA). Essa hidrolise do ATP 
leva a desmontagem do complexo de DnaA na origem. A 
liberagao lenta do ADP pela DnaA e a religagao do ATP faz 
a proteina circular entre suas formas inativa (ligada a ADP) 
e ativa (ligada a ATP) em uma escala de tempo de 20 a 40 
minutos. 

0 tempo de iniciagao da replicagao e afetado pela meti- 
lagao do DNA e pelas interagoes com a membrana plasma- 
tica bacteriana. 0 DNA oriC e metilado pela Dam metilase 
(Tabela 25-3), a qual metila a posigao da adenina no in¬ 
terior da sequencia palindromica CATC(5') (Dam signifi- 
ca metilagao da adenina do DNA - do ingles DNA adeni¬ 
ne methylation '). A regiao oriC de E. coli e muito rica em 
sequencias CATC - ela possui 11 delas em seus 245 pb, ao 
passo que a frequencia media de CATC no cromossomo de 
E. coli , como um todo, e de 1 em cada 256 pb. 

Imediatamente apos a replicagao, o DNA e hemimetila- 
do: as fitas parentais tern sequencias oriC metiladas, mas 
as fitas recentemente sintetizadas nao. As sequencias oriC 
hemimetiladas sao agora sequestradas pela interagao com 
a membrana plasmatica (o mecanismo e desconhecido) e 
pela ligagao da proteina SeqA. Apos um tempo, a oriC e 
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liberada da membrana plasmatica, se dissocia de SeqA e o 
DNA deve estar totalmente metilado pela Dam metilase an¬ 
tes que ele possa novamente se ligar a DnaA e iniciar um 
novo ciclo de replicagao. 

Alongamento A fase de alongamento da replicagao inclui 
duas operagoes distintas, porem relacionadas: a sintese da 
fita lider e a sintese da fita retardada. Varias enzimas na 
forquilha de replicagao sao importantes para a sintese de 
ambas as fitas. 0 DNA parental e inicialmente desenrolado 
pelas DNA-helicases, e o resultante estresse topologico e 
aliviado pelas topoisomerases. Cada fita separada e, entao, 
estabilizada pela SSB. A partir desse ponto, a sintese das 
fitas llder e retardada e completamente diferente. 

A sintese da fita llder, a mais direta das duas, comega 
com a sintese pela primase (protelna DnaG) de um ini- 
ciador curto de RNA (10 a 60 nucleotldeos) na origem de 
replicagao. A DnaG interage com a helicase DnaB para 
realizar essa reagao, e o iniciador e sintetizado na diregao 
oposta aquela em que a helicase DnaB esta se movendo. 
Com efeito, a helicase DnaB se move ao longo da fita que se 
torna a fita retardada na sintese do DNA; entretanto, o pri- 
meiro iniciador formado na primeira interagao DnaG-DnaB 
funciona como iniciador da sintese da fita llder de DNA na 
diregao oposta. Desoxirribonucleotldeos sao adicionados a 
esse iniciador por um complexo DNA-polimerase III ligado 


a helicase DnaB presa a fita de DNA oposta. A sintese da 
fita llder prossegue entao continuamente, acompanhando o 
desenrolamento do DNA na forquilha de replicagao. 

A sintese da fita retardada, como ja foi observado, e rea- 
lizada em fragmentos curtos de Okazaki (Figura 25-12a). 
Inicialmente, um iniciador de RNA e sintetizado pela prima¬ 
se e, como na sintese da fita llder, a DNA-polimerase III se 
liga ao iniciador de RNA e adiciona desoxirribonucleotldeos 
(Figura 25-12b). Nesse nlvel, a sintese de cada fragmento 
de Okazaki parece ser direta, mas a realidade e muito com- 
plexa. A complexidade reside na coordenagdo da sintese 
das fitas llder e retardada. Ambas as fitas sao produzidas 
por um unico dlmero assimetrico de DNA-polimerase III; 
isso e conseguido fazendo uma volta na fita retardada de 
DNA, como mostrado na Figura 25-13, que coloca juntos 
os dois pontos de polimerizagao. 

A sintese dos fragmentos de Okazaki na fita retardada 
implica uma coreografia enzimatica elegante. A helicase 
DnaB e a primase DnaG constituem uma unidade funcio- 
nal no interior do complexo de replicagao, o primossomo. 
A DNA-polimerase III utiliza um conjunto de suas subuni- 
dades centrals (a polimerase central) para sintetizar a fita 
llder continuamente, enquanto o outro conjunto de subuni- 
dades centrals realiza o ciclo de um fragmento de Okazaki 
para o proximo na fita retardada em alga. A helicase DnaB, 
ligada na frente da DNA-polimerase III, desenrola o DNA 



de Okazaki anterior 



(c) 




FIGURA 25-12 Smtese dos fragmentos 
de Okazaki, (a) A primase sintetiza, em in¬ 
tervales, um iniciador de RNA para um novo 
fragmento de Okazaki. Observe que ao se 
considerar as duas fitas-molde dispostas lado 
a lado, a sintese da fita retardada formalmente 
prossegue na diregao oposta do movimento da 
forquilha. (b) Cada iniciador e estendido pela 
DNA-polimerase III. (c) A sintese do DNA conti¬ 
nue ate que o fragmento se estenda tao longe 
quanto o iniciador do fragmento de Okazaki 
previamente adicionado. Um novo iniciador e 
sintetizado proximo da forquilha de replicagao 
para comegar o processo novamente. 
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Iniciador de RNA do 
fragmento de 
Okazaki anterior 


A smtese continua na 
fita lider prosseguea 
nnedida que o DNA e 
desenrolado pela 
helicase DnaB. 


DnaB 


Complexo carregador de 
bragadeiras com bra^adeira jS 
deslizante aberta 

^ Fita retardada 


Nucleo 


Fita 

lider 


Primase 



Smtese do 
fragmento de 
Okazaki proxima 
da conclusao. 


Primase 


A primase se liga a 
DnaB, sintetiza urn 
novo iniciador, 
entao se dissocia. 


FIGURA 25-13 Smtese do DNA nas fitas lider e retardada. Os eventos 
na forquilha de replicaqao sao coordenados por urn dimero de uma unica 
DNA-polimerase III, em urn complexo integrado com a helicase DnaB. Essa 
figura mostra o processo de replicagao ainda em curso (partes (a) ate (e) sao 
discutidas no texto). A fita retardada sofre uma volta de modo que a smtese 
de DNA prossegue constantemente tanto na fita-molde lider quanto na re¬ 
tardada ao mesmo tempo. As setas vermelhas indicam a extremidade 3' das 
duas novas fitas e a diregao da smtese de DNA. As setas pretas fortes mos- 
tram a diregao do movimento do DNA parental pelo complexo. Urn frag¬ 
mento de Okazaki esta sendo sintetizado na fita retardada. As cores das su- 
bunidades e as fungoes do complexo carregador de bragadeiras sao 
explicadas na Figura 25-14.^ Smtese de DNA 



A proxima bragadeira jS e 
preparada a medida que a 
smtese do fragmento de Okazaki 
e iniciada. 




Uma nova bragadeira jS e carregada no 
novo iniciador molde pelo carregador 
/ de bragadeiras. 


A smtese de urn 
novo fragmento de 
Okazaki e 
completada na 
fita retardada. 



Subunidades centrais da 
fita retardada sao transferidas 
para o novo iniciador molde e 
sua bragadeira jS. A antiga 
bragadeira (3 e deixada 
para tras. 


Bragadeira (3 deixada 
para tras 


na forquilha de replicagao (Figura 25-13a) a medida que 
ele viaja ao longo do molde da fita retardada na diregao 
5'^3'. A primase DnaG ocasionalmente se associa a heli¬ 
case DnaB e sintetiza um iniciador de RNA curto (Figura 
25-13b). Uma nova bragadeira /3 deslizante e, entao, posi- 
cionada no iniciador pelo complexo carregador de braga¬ 
deiras da DNA-polimerase III (Figura 25-13c). Quando a 
smtese de um fragmento de Okazaki se completa, a repli- 
cagao para e as subunidades centrais de DNA-polimerase 


III se dissociam de sua bragadeira /3 deslizante (e do frag¬ 
mento completo de Okazaki) e se associam a nova braga¬ 
deira (Figura 25-13d, e). Isso inicia a smtese de um novo 
fragmento de Okazaki. Como observado anteriormente, o 
complexo inteiro responsavel pela smtese coordenada de 
DNA na forquilha de replicagao e conhecido como replisso- 
mo. As proteinas que atuam na forquilha de replicagao sao 
resumidas na Tabela 25-4. 
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TABELA25-4 


Protemas do replissomo de £ coli 


Protema 


SSB 

75.600 

Protema DnaB (helicase) 

300.000 

Primase (protema DnaG) 

60.000 

DNA-polimerase III 

791.500 

DNA-polimerase I 

103.000 

DNA-ligase 

74.000 

DNA-girase (DNA-topoisomerase II) 

400.000 


Numero de 

subunidades Fun^ao 

4 Ligagao a um DNA de fita unica 

6 Desenrolamento do DNA, constituinte do primossomo 

1 Slntese do iniciador de RNA; constituinte do primossomo 

17 Novo alongamento da fita 

1 Preenchimento dos intervalos; excisao dos iniciadores 

1 Ligagao 

4 Superenrolamento 


Fonte: Modificada de Kornberg, A. (1982) Supplement to DNA replication, Tabela SI 1-2, W.H. Freeman and Company, New York. 


Carregador de bragadeira 



ADP 


FIGURA 25-14 Carregador de bragadeiras da 
DNA-polimerase III. As cinco subunidades do 
complexo carregador de bragadeiras sao as subuni¬ 
dades 7,^6 6'e o dominio aminoterminal de cada 
subunidade r (ver Figura 25-9). 0 complexo se liga 
a tres moleculas de ATP e a uma bragadeira dime- 
rica jS. Esta ligagao forga a bragadeira jS a se abrir 
em uma das suas duas interfaces de subunidade. A 
hidrolise do ATP ligado permite que a bragadeira jS 
se feche de novo em torno do DNA. 


0 complexo de carregamento de bragadeira da DNA- 
-polimerase III, que consiste em partes de duas subunidades 
/3 ao longo das subunidades 7 , 6 e 6 ', tambem e uma AAA+ 
ATPase. Esse complexo se liga ao ATP e a nova bragadeira /3 
deslizante. A ligagao confere tensao a bragadeira dimerica, 
abrindo 0 anel em uma subunidade da interface (Figura 25- 
14). A fita retardada que acabou de sofrer priming desliza 
para 0 interior do anel pela quebra resultante. 0 carregador 
de bragadeiras, entao, hidrolisa 0 ATP liberando a bragadeira 
/3 deslizante e permitindo que ela se feche em volta do DNA. 

0 replissomo promove a rapida smtese do DNA, adicio- 
nando aproximadamente 1.000 nucleotideos/s para cada 
fita (lider ou retardada). Uma vez que um fragmento de 
Okazaki tenha se completado, seu iniciador de RNA e re- 
movido e substituido por DNA pela DNA-polimerase I e o 
corte (jiick) remanescente selado pela DNA-ligase (Figura 
25-15). 

A DNA-ligase catalisa a formagao de uma ligagao fos- 
fodiester entre 3'-hidroxila na extremidade de uma fita de 
DNA e 5'-fosfato na extremidade da outra fita. 0 fosfato 
deve ser ativado por adenilagao. As DNA-ligases isoladas 
de virus e eucariontes utilizam ATP para esse proposito. As 
DNA-ligases de bacterias sao incomuns pelo fato de muitas 
usarem NAD^ - cofator que geralmente funciona em rea- 
goes de transferencia de hlbridos (ver Figura 13-24) - como 
a fonte do grupo de ativagao de AMP (Figura 25-16). A 
DNA-ligase e outra enzima do metabolismo de DNA que se 
tornou um importante reagente em experimentos de DNA 
recombinante (ver Figura 9-1). 


Termina^ao Por fim, as duas forquilhas de replicagao do 
cromossomo circular de E. coli se encontram em uma 
regiao terminal que contem copias multiplas de uma se- 
quencia de 20 pb denominada Ter (Figura 25-17). As 
sequencias Ter sao arrumadas no cromossomo para criar 


Fita 

retardada 


-► - 

/ I 

Corte ^ 

dNTPs 

DNA-polimerase 1 


ATP (ou NAD+) 

AMP -h PPi (ou NMN) V 

> 

DNA-ligase 

r 



FIGURA 25-15 Etapas finals na smtese dos segmentos da fita retar¬ 
dada. Os iniciadores de RNA na fita retardada sao removidos pela atividade 
de exonuclease 5'^3' da DNA-polimerase I e sao substituidos por DNA pela 
mesma enzima. 0 corte remanescente e selado pela DNA-ligase. 0 papel do 
ATP ou NAD^ e mostrado na Figura 25-16. 
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II 
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AMP do ATP (R = PPj) 
ou NAD+ (R = NMN) 


PPj (do ATP) 
ou 
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FIGURA 25-16 Mecanismodereagao da DNA-ligase. Em cada uma das 
tres etapas, uma ligapao fosfodiester e formada a custa de outra. As etapas O 
e @ levam a ativapao do 5' fosfato no corte. Dm grupo AMP e transferido pri- 
meiro para urn residuo Lys na enzima e entao para o fosfato 5' no corte. Na 
etapa 0, o grupo 3'-hidroxila ataca esse fosfato e desloca o AMP, produzindo 

uma armadilha na qual a forquilha de replicagao possa 
entrar, mas nao sair. As sequencias Ter funcionam como 
sitios de ligagao para a protema Tus (substancia de utili- 



FIGURA 25-17 Termina^ao da replicagao de cromossomos em E colL 

As sequencias Ter [TerA a TerJ) sao posicionadas no cromossomo em dois 
grupos com orientapoes opostas. 


uma ligapao fosfodiester para selar o corte. Na reapao da DNA-ligase em E. 
coli , o AMP e derivado do NAD^. As DNA-ligases isoladas de algumas fontes 
virais e eucarioticas usam ATP em vez de NAD^ e liberam pirofosfato em vez 
de nicotinamida mononucleotideo (NMN) na etapa O. 


zagao de terminal). 0 complexo Tus-Ter pode sequestrar 
uma forquilha de replicagao a partir de apenas uma dire- 
gao. Apenas um complexo Tus-Ter funciona por ciclo de 
replicagao - o primeiro complexo encontrado por qual- 
quer forquilha de replicagao. Uma vez que as forquilhas 
de replicagao opostas geralmente param quando colidem, 
as sequencias Ter nao parecem ser essenciais, mas elas 
podem evitar o excesso de replicagao por uma forquilha 
no evento no qual a outra esta atrasada ou interrompida 
por um encontro com um dano no DNA ou algum outro 
obstaculo. 

Assim, quando qualquer uma das forquilhas de re¬ 
plicagao encontra um complexo Tus-Ter funcional, ela 
para; a outra forquilha para quando encontra a primeira 
forquilha (presa). As poucas centenas finals de pares de 
bases de DNA entre esses grandes complexes proteicos 
sao, entao, replicados (por um mecanismo ainda desco- 
nhecido), completando dois cromossomos circulares to- 
pologicamente interligados (catenados) (Figura 25-18). 
Os circulos de DNA ligados desse mode sao conhecidos 
como catenanos. A separagao desses circulos catenados 
em E. coli precisa da topoisomerase IV (topoisomerase 
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Cromossomos 

catenados 

DNA-topoisomerase IV 



Cromossomos 

separados 

FIGURA 25-18 Papel das topoisomerases na termina^ao da replica- 
^ao. A replicagao do DNA separando forquilhas de replicaqao opostas dei- 
xa os cromossomos concluidos unidos como catenanos, ou como circulos 
topologicamente interligados. Os circulos nao sao ligados covalentemente, 
mas como eles estao entrelagados e cada urn e covalentemente fechado, 
eles nao podem ser separados - exceto pela apao das topoisomerases. Em E. 
coli, uma topoisomerase de tipo II conhecida como DNA-topoisomerase IV 
desempenha o papel principal na separapao dos cromossomos catenados, 
transitoriamente quebrando ambas as fitas de DNA de urn cromossomo e 
permitindo que o outro cromossomo passe pela quebra. 


de tipo II). Os cromossomos separados entao se segregam 
em celulas-filhas na divisao celular. A fase terminal da 
replicagao de outros cromossomos circulares, incluindo 
muitos dos virus de DNA que infectam celulas de euca- 
riontes, e semelhante. 

A replicagao em celulas eucarioticas e semelhante, 
porem mais complexa 

As moleculas de DNA nas celulas eucariontes sao consi- 
deravelmente maiores do que aquelas nas bacterias e sao 
organizadas em estruturas de nucleoprotemas complexas 
(cromatina; p. 994). As caracteristicas essenciais da repli¬ 
cagao do DNA sao as mesmas em eucariontes e bacterias, 
e muitos dos complexos proteicos sao conservados fun- 


cionalmente e estruturalmente. Entretanto, a replicagao 
eucariotica e regulada e coordenada com o cicio celular, 
introduzindo algumas complexidades adicionais. 

As origens de replicagao tern uma estrutura bem carac- 
terizada em alguns eucariontes inferiores, mas sao muito 
menos conhecidas em eucariontes superiores. Em verte- 
brados, varias sequencias ricas em A=T podem ser utiliza- 
das para a iniciagao da replicagao, e os sitios podem variar 
de uma divisao celular para outra. A levedura (Saccha- 
romyces cerevisiae) tern origens de replicagao definidas, 
denominadas sequencias de replicagao autonomas (ARS), 
ou replicadores. Os replicadores de leveduras se esten- 
dem por aproximadamente 150 pb e contem varias sequen¬ 
cias conservadas essenciais. Cerca de 400 replicadores 
estao distribuidos entre 16 cromossomos de um genoma 
haploide de levedura. 

A regulagao garante que todo DNA celular seja repli- 
cado uma vez por cicio celular. A maior parte dessa re¬ 
gulagao envolve proteinas denominadas ciclinas e cinases 
dependentes de ciclina (CDK) com as quais elas formam 
complexos (p. 484). As ciclinas sao rapidamente destrui- 
das pela proteolise dependente de ubiquitina no final da 
fase M (mitose) e a ausencia de ciclinas permite o esta- 
belecimento de complexos pre-replicativos (pre-RC) 
nos sitios de iniciagao de replicagao. Em celulas de cres- 
cimento rapido, o pre-RC se forma no final da fase M. Em 
celulas de crescimento lento, ele nao se forma ate o final 
de Gl. A formagao do pre-RC confere a celula competen- 
cia para replicagao, um evento algumas vezes chamado de 
licenciamento. 

Tal como em bacterias, o evento-chave na iniciagao da 
replicagao em todos os eucariontes e o carregamento da he- 
licase replicativa, um complexo hetero-hexamerico de pro- 
teinas de manutengao de minicromossomos (MCM) 
(MCM2 a MCM7). A helicase anelar MCM2-7, que funciona 
como a helicase DnaB bacteriana, e carregada no DNA por 
outro complexo de seis proteinas denominado ORC (com¬ 
plexo de reconhecimento de origem) (Figura 25-19). 
0 ORC tern cinco dominios AAA+ ATPase entre suas su- 
bunidades e e funcionalmente analogo a DnaA bacteriana. 
Duas outras proteinas, CDC6 (cicio de divisao celular) e 
CDTl (CDCIO dependente do ^ranscrito i), tambem sao 
necessarias para carregar o complexo MCM2-7, e o CDC6 
de levedura e outra AAA+ ATPase. 

0 compromisso com a replicagao precisa da sintese e 
atividade dos complexos cicIina-CDK da fase S (como o 
complexo ciclina E-CDK2; ver Figura 12-46) e CDC7-DBF4. 
Ambos os tipos de complexos auxiliam a ativar a replicagao 
ligando-se a varias proteinas e as fosforilando no pre-RC. 
Outras ciclinas e CDK funcionam para inibir a formagao de 
mais complexos pre-RC, uma vez que a replicagao tenha se 
iniciado. Por exempio, o CDK2 se liga a ciclina A a medida 
que os niveis de ciclina E diminuem durante a fase S, ini- 
bindo o CDK2 e impedindo o licenciamento de complexos 
pre-RC adicionais. 

A velocidade de movimentagao da forquilha de repli¬ 
cagao em eucariontes (—50 nucleotideos/s) e apenas um 
vigesimo daquela observada emE. coli. Nessa velocidade, 
a replicagao de um cromossomo humano medio a partir de 
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FIGURA 25-19 Montagem de um complexo pre-repMcativo em 
uma origem de replica^ao eucariotica. 0 sitio de iniciagao (origem) 
e ligado por ORC, CDC6 e CDTl. Estas proteinas, muitas das quais AAA+ 
ATPases, promovem o carregamento da helicase replicativa, MCM2-7, em 
uma reapao analoga ao carregamento da helicase DnaB bacteriana pela 
proteina DnaC. 0 carregamento do complexo helicase MCM para o DNA 
forma o complexo pre-replicativo, ou pre-RC, e e a etapa-chave na inicia- 
pao da replicapao. 


uma unica origem levaria mais de 500 horas. A replicagao 
de cromossomos humanos, de fato, segue bidirecionalmen- 
te a partir de varias origens, espagadas de 30 a 300 kpb. 
Cromossomos eucariontes sao quase sempre bem maiores 
que cromossomos bacterianos, de modo que origens mul- 
tiplas sao provavelmente uma caracteristica universal de 
celulas eucariontes. 

Assim como as bacterias, os eucariontes tern varies 
tipos de DNA-polimerases. Algumas foram associadas a 


fungoes especificas, como a replicagao do DNA mitocon- 
drial. A replicagao de cromossomos nucleares envolve a 
DNA-polimerase a, em associagao com a DNA-polimerase 
8. A DNA-polimerase a e geralmente uma enzima de 
multissubunidades com estrutura e propriedades seme- 
Ihantes em todas as celulas eucariontes. Uma subunidade 
tern atividade de primase, e a maior subunidade ~ 
180.000) contem atividade de polimerizagao. Entretanto, 
essa polimerase nao tern atividade de revisao da exonu¬ 
clease 3'^5', tornando-a inadequada para a replicagao 
de DNA de alta fidelidade. Acredita-se que a DNA-poli¬ 
merase a funcione apenas na sintese de iniciadores cur- 
tos (tanto RNA quanto DNA) para fragmentos de Okazaki 
na fita retardada. Esses iniciadores sao, entao, estendidos 
pela DNA-polimerase 8 de multissubunidades. Essa en¬ 
zima esta associada ao antigeno nuclear de proliferagao 
celular e e por ele estimulada (PCNA; 29.000), uma 
proteina encontrada em grandes quantidades nos nucle- 
os de celulas em proliferagao. A estrutura tridimensional 
da PCNA e muito semelhante aquela da subunidade /3 
da DNA-polimerase III de E. coli (Figura 25-9b), embo- 
ra a homologia da sequencia primaria nao seja evidente. 
PCNA tern uma fungao analoga aquela da subunidade /3, 
formando uma bragadeira circular que potencializa muito 
a processividade da polimerase. A DNA-polimerase 8 tern 
uma atividade de revisao da exonuclease 3'^5' e parece 
executar a sintese tanto da fita lider quanto da retardada 
em um complexo comparavel a DNA-polimerase III bac¬ 
teriana dimerica. 

Outra polimerase, ainda, a DNA-polimerase e, subs- 
titui a DNA-polimerase 8 em algumas situagoes, como no 
reparo do DNA. A DNA-polimerase s tambem pode funcio- 
nar na forquilha de replicagao, talvez desempenhando um 
papel analogo aquele da DNA-polimerase I bacteriana, re- 
movendo os iniciadores dos fragmentos de Okazaki na fita 
retardada. 

Dois outros complexes proteicos tambem funcionam na 
replicagao do DNA eucarionte. RPA (proteina de replica¬ 
gao A) e uma proteina de ligagao de DNA de fita simples 
de eucariontes, equivalente em fungao a proteina SSB de 
E. coli. RFC (fator de replicagao C) e um carregador de 
bragadeiras para PCNA e facilita a montagem dos comple¬ 
xes de replicagao ativos. As subunidades do complexo RFC 
apresentam uma semelhanga de sequencia significativa 
com as subunidades do complexo de carregamento de bra¬ 
gadeira (complexo y) bacteriano. 

Em cromossomos eucariontes lineares, a terminagao da 
replicagao envolve a sintese de estruturas especiais deno- 
minadas telomeros nas extremidades de cada cromosso- 
mo, como discutido no proximo capitulo. 


DNA-polimerases virais fornecem alvos para a 
terapia antiviral 


Muitos virus DNA codificam suas proprias DNA-poli¬ 
merases, e algumas delas se tornam alvo de medica- 
mentos. Por exemplo, a DNA-polimerase do virus herpes 
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simplex e inibida pelo aciclovir, um composto desenvoM- 
do por Gertrude Elion e George Hitchings (p. 923). 0 aci¬ 
clovir consiste em uma guanina presa a um anel de ribose 
incompleto. 


► A principal DNA-polimerase replicativa em eucariontes 
e a DNA-polimerase 8. A DNA-polimerase a funciona na 
sintese de iniciadores. A DNA-polimerase s atua no re- 
paro do DNA. 


O 



Ele e fosforilado por uma timidina-cinase codificada viral- 
mente; o aciclovir se liga a essa enzima viral com uma afi- 
nidade 200 vezes maior que sua ligagao a timidina-cinase 
celular. Isso garante que a fosforilagao ocorra principal- 
mente nas celulas infectadas por virus. As cinases celula- 
res convertem o aciclo-GMP resultante a aciclo-GTP, que 
e tanto inibidor quanto substrato de DNA-polimerases. 0 
aciclo-GTP inibe competitivamente a DNA-polimerase do 
virus do herpes mais fortemente que as DNA-polimerases 
celulares. Como nao tern uma 3'-hidroxila, o aciclo-GTP 
tambem atua como terminador de cadeia quando incorpo- 
rado ao DNA. Assim a replicagao viral e inibida em varias 
etapas. ■ 

RESUMO 25.1 Replicagao do DNA 

► A replicagao do DNA ocorre com fidelidade muito alta e 
em um tempo determinado no ciclo celular. A replicagao 
e semiconservativa, cada fita atuando como molde para 
uma nova fita filha. Ela e realizada em tres fases identifi- 
caveis: iniciagao, alongamento e terminagao. 0 processo 
se inicia em uma unica origem em bacterias e normal- 
mente segue bidirecionalmente. 

► 0 DNA e sintetizado na diregao 5'^3' pelas DNA-poli¬ 
merases. Na forquilha de replicagao, a fita lider e sinte- 
tizada continuamente na mesma diregao do movimento 
da forquilha de replicagao; a fita retardada e sintetiza- 
da descontinuamente como fragmentos de Okazaki, os 
quais sao subsequentemente ligados. 

► A fidelidade da replicagao do DNA e mantida por (1) 
selegao de bases pela polimerase, (2) atividade de revi- 
sao da exonuclease 3'^5', que faz parte da maioria das 
DNA-polimerases, e (3) sistema de reparo especificos 
para malpareamentos (mismatches) deixados para tras 
apos a replicagao. 

► Muitas celulas tern varias DNA-polimerases. EmE. coli, 
a DNA-polimerase III e a enzima de replicagao principal. 
A DNA-polimerase I e responsavel por fungoes especiais 
durante a replicagao, recombinagao e reparo. 

► As fases de iniciagao, alongamento e terminagao sepa- 
radas da replicagao do DNA envolvem uma serie de en- 
zimas e fatores proteicos, muitos pertencentes a familia 
AAA+ ATPase. 


25.2 Reparo do DNA 

A maioria das celulas tern apenas dois conjuntos de DNA 
genomico. Proteinas danificadas e moleculas de RNA 
podem ser rapidamente substituidas utilizando-se a in- 
formagao codificada no DNA, mas as moleculas de DNA, 
em si, sao insubstituiveis. Manter a integridade da in- 
formagao no DNA e um imperativo celular, apoiado por 
um conjunto elaborado de sistemas de reparo de DNA. 
0 DNA pode ser danificado por varios processos, alguns 
espontaneos, outros catalisados por agentes ambientais 
(Capitulo 8). A replicagao, em si, pode, muito ocasional- 
mente, danificar o conteudo da informagao quando erros 
introduzem pares de bases malpareados (tal como G pa- 
reado com T). 

A quimica do dano do DNA e diversa e complexa. A 
resposta celular a esse dano inclui uma ampla variedade 
de sistemas enzimaticos que catalisam algumas das mais 
interessantes transformagoes qmmicas no metabolismo 
do DNA. Primeiro serao examinados os efeitos das altera- 
goes na sequencia de DNA e depois os sistemas de reparo 
especificos. 


As mutates estao ligadas ao cancer 

A melhor maneira de ilustrar a importancia do reparo 
do DNA e considerar os efeitos do dano no DNA ndo 


reparado (uma lesao). 0 resultado mais serio e uma mu- 
danga na sequencia de bases do DNA, a qual, se replicada 
e transmitida a geragoes de celulas futuras, se torna per- 
manente. Uma alteragao permanente na sequencia de nu- 
cleotideos de DNA e chamada de mutagao. Mutagoes po¬ 
dem envolver a substituigao de um par de bases por outro 
(mutagao de substituigao) ou a adigao ou delegao de um 
ou mais pares de bases (mutagoes de insergao ou dele¬ 
gao) . Se a mutagao afeta um DNA nao essencial ou se ela 
tern um efeito desprezivel na fungao de um gene, ela e co- 
nhecida como mutagao silenciosa. Em raras ocasioes, 
uma mutagao confere alguma vantagem biologica. A maio¬ 
ria das mutagoes nao silenciosas, entretanto, e neutra ou 
deleteria. 

Em mamiferos, ha uma forte correlagao entre o acumu- 
lo de mutagoes e o cancer. Um teste simples desenvoMdo 
por Bruce Ames mede o potencial de um determinado com¬ 
posto quimico em promover algumas mutagoes facilmente 
detectadas em uma linhagem bacteriana especializada (Fi- 
gura 25-20). Poucas substancias quimicas encontradas no 
cotidiano pontuam como mutagenicos nesse teste. Entre¬ 
tanto, dos compostos conhecidos por serem carcinogeni- 
cos a partir de longos ensaios animals, mais de 90% foram 
considerados como mutagenicos no teste de Ames. Devido 
a essa forte correlagao entre mutagenese e carcinogenese. 
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FIGURA 25-20 Teste de Ames para substancias carcinogenicas, ba- 
seado na sua mutagenicidade. Uma linhagem de Salmonella typhlmu- 
rlum tendo uma mutagao que inative uma enzima da via biossintetica da his- 
tidina e colocada em urn meio sem histidina. Poucas celulas crescem. (a) As 
poucas colonias pequenas de 5. typhimurlum que realmente crescem em urn 
meio livre de histidina carregam mutaqoes reversas espontaneas que permi- 
tem que a via biossintetica da histidina opere.Tres placas de nutrientes iden- 
ticas (b), (c) e (d) foram inoculadas com urn numero igual de celulas. Cada 
placa recebe entao urn disco ou papel de filtro contendo concentraqoes 
progressivamente inferiores de agente mutagenico. Este aumenta muito a 
taxa de mutaqao reverse e, portanto, o numero de colonias. As areas vazias 
em torno do papel de filtro indicam onde a concentraqao do agente muta¬ 
genico e tao alta que e letal para as celulas. A medida que essa substancia se 
difunde para longe do papel de filtro, ela e diluida para concentraqoes suble- 
tais que promovem a mutaqao reverse. Os agentes mutagenicos podem ser 
comparados com base no seu efeito sobre a taxa de mutaqao. Como muitos 
compostos passam por uma variedade de transformaqoes quimicas depois 
de entrar nas celulas, eles algumas vezes sao testados para mutagenicidade 
depois de primeiro serem incubados com urn extrato de figado. Algumas 
substancias se revelaram mutagenicas apenas epos esse tratamento. 


o teste de Ames para agentes mutagenicos bacterianos e 
amplamente utilizado como triagem rapida e barata para 
carcinogenos humanos potenciais. 

0 DNA genomico em uma tipica celula de mamifero 
acumula muitos milhares de lesoes durante um periodo 
de 24 boras. Entretanto, como resultado do reparo do 
DNA, menos de 1 em 1.000 se tornam uma mutagao. 0 
DNA e uma molecula relativamente estavel, mas na au- 
sencia dos sistemas de reparo, o efeito cumulativo das 
reagoes pouco frequentes, mas danosas, tornaria a vida 
impossivel. ■ 


TABELA25-5 


Tipos de sistemas de reparo de DNA em £ coli 


Enzimas/protemas 


Tipodedano 


Reparo de malpareamento 

Dam metilase 

Protetnas MutH, MutL, MutS 

DNA-helicase II 

SSB 

DNA-poIimerase III 
Exonuclease I 
Exonuclease VII 
Nuclease RecJ 
Exonuclease X 
DNA-Iigase 


" Malpareamentos 


Reparo por excisao de bases 

DNA glicosilases 
Endonucleases AP 
DNA-poIimerase I 
DNA-Iigase 


Bases anormais (uracila, 
hipoxantina, xantina); 

" bases alquiladas; em al- 
guns outros organismos, 
dimeros de pirimidina 


Reparo por excisao de nucleotideo 


Excinuclease ABC 1 Lesoes de DNA que 

DNA-poIimerase I I causam grandes mudangas 

DNA-Iigase J estruturais (p. ex., 

dimeros de pirimidina) 


Reparo direto 

DNA-fotoIiases Dimeros de pirimidina 

0^-MetiIguanina-DNA-metiItrans- 0^-MetiIguanina 
ferase 

Proteina AlkB 1-MetiIguanina; 3-metiIcitosina 


celular quanto as diversas fontes de dano ao DNA (Tabela 
25-5). Alguns tipos comuns de lesoes, tal como os dimeros 
de pirimidina (ver Figura 8-31), podem ser reparados por 
varios sistemas distintos. Muitos processos de reparo do 
DNA tambem parecem ser extraordinariamente ineficien- 
tes energeticamente - uma excegao ao padrao observado 
na grande maioria das vias metabolicas, onde cada ATP e 
levado em conta e apresenta uma utilizagao otimizada. 
Quando a integridade da informagao genetica esta em jogo, 
a quantidade de energia quimica investida em um processo 
de reparo parece quase irrelevante. 

0 reparo do DNA e possivel, em grande parte, porque a 
molecula de DNA consiste em duas fitas complementares. 0 
dano no DNA em uma fita pode ser removido e substituido 
com precisao, utilizando-se a fita complementar nao dani- 
ficada como um molde. Aqui serao considerados os princi- 
pais tipos de sistemas de reparo, comegando com aqueles 
que reparam os raros malpareamentos de nucleotideos que 
foram deixados para tras pela replicagao. 


Todas as celulas tern sistemas de reparo de 
DNA multiplos 

0 numero e a diversidade dos sistemas de reparo refletem 
tanto a importancia do reparo do DNA para a sobrevivencia 


Reparo de malpareamento A corregao dos raros malpare¬ 
amentos deixados para tras apos a replicagao em E. coli 
melhora a fidelidade geral da replicagao em cerca de 10^ a 
10^ vezes. Os malpareamentos sao quase sempre corrigidos 
para refletir a informagao da fita antiga (molde), de modo 
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que o sistema de reparo deve de algum modo diferenciar 
entre o molde e a fita sintetizada recentemente. A celula 
realiza esse processo per meio da marcagao do DNA molde 
com gmpos metil para diferencia-lo das novas fitas sinte- 
tizadas. 0 sistema de reparo de malpareamento de E. coli 
inclui, pelo menos, 12 componentes proteicos (Tabela 25-5) 
que funcionam on na discriminagao da fita on no reparo do 
proprio processo. 

0 mecanismo de discriminagao de fitas nao foi decifra- 
do para a maioria das bacterias on eucariontes, mas e bem 
compreendido para E. coli e algumas especies de bacterias 
estreitamente relacionadas. Nessas bacterias, a discrimina¬ 
gao da fita se baseia na agao da Dam metilase, que, como 
voce deve se lembrar, metila o DNA na posigao de todas 
as adeninas no interior das sequencias (5')GATC. Imedia- 
tamente apos a passagem da forquilha de replicagao, ha 
um curto periodo (poucos segundos on minutos) durante 
o qual a fita-molde e metilada, mas a fita recem-sintetizada 
nao (Figura 25-21). 0 estado transitorio nao metilado de 
sequencias GATC na fita recem-sintetizada permite que a 
nova fita seja diferenciada da fita-molde. Malpareamentos 
de replicagao nas proximidades de uma sequencia GATC 
hemimetilada sao, entao, reparados de acordo com a infor- 
magao na fita metilada (molde) parental. Testes in vitro 
demonstram que se ambas as fitas forem metiladas na se¬ 
quencia GATC, poucos malpareamentos sao reparados; se 
nenhuma fita for metilada, o reparo ocorre, mas nao favore- 
ce qualquer fita. 0 sistema celular de reparo de malparea¬ 
mento dirigido por metilagao repara de maneira eficiente os 
malpareamentos de ate 1.000 pb de uma sequencia GATC 
hemimetilada. 

Como o processo de corregao de malpareamento e diri¬ 
gido pelas sequencias GATC relativamente distantes? Um 
mecanismo e ilustrado na Figura 25-22. A protema MutL 
forma um complexo com a protema MutS e o complexo se 
liga a todos os pares de bases malpareados (exceto C-C). 
A protema MutH se liga a MutL e as sequencias GATC en- 
contradas pelo complexo MutL-MutS. 0 DNA de ambos os 
lados do malpareamento e enroscado no complexo MutL- 
-MutS, criando uma volta de DNA; o movimento simul- 
taneo de ambas as pernas da volta atraves do complexo 
equivale ao movimento do complexo em ambas as diregoes 
ao mesmo tempo, ao longo do DNA. 0 MutH tern uma ati- 
vidade de endonuclease sitio-especifica que e inativa ate 
que o complexo encontre uma sequencia GATC hemime¬ 
tilada. Nesse sitio, o MutH catalisa a clivagem da fita nao 
metilada no lado 5' do G no GATC, o que marca a fita para 
reparo. Etapas adicionais na via dependem da localizagao 
do malpareamento em relagao a esse sitio de clivagem (Fi¬ 
gura 25-23). 


FIGURA 25-21 Metilagao e o reparo de malpareamento. A metilagao 
das fitas de DNA pode servir para distinguir as fitas parentais (molde) das 
fitas recem-sintetizadas no DNA de E. coli, fungao crucial para o reparo de 
malpareamento (ver Figura 25-22). A metilagao ocorre no das adeninas 
em sequencias (5')GATC. Esta sequencia e um palindromo (ver Figura 8-18), 
presente em orientagoes opostas nas duas fitas. 
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FIGURA 25-22 Um modelo para as etapas iniciais do reparo de mal- 
pareamento direcionado por metil. As proteinas envolvidas nesse pro- 
cesso em E. coli foram purificadas (verTabela 25-5). 0 reconhecimento da 
sequencia (5')GATC e do malpareamento sao funpoes especializadas das 
proteinas MutH e MutS, respectivamente. A proteina MutL forma um com¬ 
plexo com MutS no pareamento errado. 0 DNA e enroscado nesse comple¬ 
xo de modo que o complexo se move simultaneamente em duas direpoes 
ao longo do DNA ate que ele encontra uma proteina MutH ligada a uma se¬ 
quencia GATC hemimetilada. A MutH diva a fita nao metilada no lado 5' do 
G nessa sequencia. Um complexo consistindo na DNA-helicase II e em uma 
de varias exonucleases degrade entao a fita de DNA nao metilado daquele 
ponto para o malpareamento (ver Figure 25-23). 


Quando o malpareamento e do lado 5'da sitio de cliva- 
gem (Figura 25-23, direita), a fita nao metilada e desenro- 
lada e degradada na diregao 3'^5' a partir do sitio de cli- 
vagem por malpareamento, e esse segmento e substituido 
por um DNA novo. Esse processo exige a agao combinada 
da DNA-helicase II (tambem chamada de UvrD helicase), 
SSB, exonuclease I ou exonuclease X (ambas as quais de- 
gradam fitas de DNA na diregao 3'^5'), DNA-polimerase 
III e DNA-ligase. A via para reparo de malpareamentos no 
lado 3' do sitio de clivagem e semelhante (Figura 25-23, es- 


querda), exceto pelo fato de que a exonuclease e ou a exo¬ 
nuclease VII (que degrada o DNA de fita simples na diregao 
5'^3' ou 3'^5') ou a RecJ nuclease (que degrada DNA de 
fita simples na diregao 5'^3'). 

0 reparo de malpareamento e um processo particular- 
mente dispendioso para aE. coli em termos da energia des- 
pendida. Esse malpareamento pode ser de 1.000 pb ou mais 
a partir da sequencia GATC. A degradagao e a substituigao 
de um segmento de fita desse comprimento exigem um in- 
vestimento enorme em precursores de desoxinucleotideos 
ativados para reparar uma unica base malpareada. Isso re- 
forga mais uma vez a importancia da integridade genomica 
para a celula. 

Todas as celulas eucariontes tern varias proteinas es- 
truturalmente e funcionalmente analogas as proteinas 
bacterianas MutS e MutL (mas nao MutH). Alteragoes nos 
genes humanos que codificam proteinas desse tipo pro- 
duzem algumas das sindromes hereditarias mais comuns 
de suscetibilidade ao cancer (ver Quadro 25-1, p. 1037), 
o que demonstra ainda mais o valor para o organismo dos 
sistemas de reparo do DNA. Os principals homologos de 
MutS, na maior parte dos eucariontes, de leveduras a 
humanos, sao a MSH2 (/^omologa de MutA), a MSH3 e a 
MSH6. Heterodimeros de MSH2 e MSH6 geralmente se li- 
gam a malpareamentos de um unico par de bases e se li- 
gam com mais dificuldade a voltas malpareadas um pouco 
mais longas. Em muitos organismos, os malpareamentos 
mais longos (2 a 6 pb) podem estar ligados, em vez disso, 
a um heterodimero de MSH2 e MSH3 ou estar ligados por 
ambos os tipos de heterodimeros em tandem. Homologos 
de MutL, predominantemente um heterodimero de MLHl 
(homologo 1 de MutL) e PMSl (segregagao pos-meiotica), 
se ligam a e estabilizam os complexos MSH. Muitos de- 
talhes dos eventos subsequentes no reparo de malpare¬ 
amento em eucariontes continuam a ser decifrados. Em 
particular, nao se conhece o mecanismo pelo qual fitas de 
DNA recem-sintetizadas sao identificadas, embora pesqui- 
sas tenham revelado que essa identificagao da fita nao en- 
volve sequencias GATC. 

Reparo de excisao de base Cada celula tern uma classe de en- 
zimas denominadas DNA-glicosilases que reconhecem 
lesoes particularmente comuns no DNA (como os produtos 
da desaminagao da citosina e da adenina; ver Figura 8-30a) 
e removem a base afetada por meio da clivagem da ligagao 
Af-glicosil. Essa clivagem cria um sitio apurinico ou apirimi- 
dinico no DNA, comumente denominado sitio AP ou si¬ 
tio abasico. Cada DNA-glicosilase e geralmente especifica 
para um tipo de lesao. 

As uracila DNA-glicosilases, por exemplo, encontra- 
das na maioria das celulas, removem especificamente do 
DNA o uracila que e resultado da desaminagao espontanea 
da citosina. Celulas mutantes sem essa enzima apresen- 
tam uma taxa elevada de G^C para mutagoes A=T. Essa 
glicosilase nao remove residues de uracila do RNA ou re¬ 
sidues de timina do DNA. A capacidade para distinguir a 
timina do uracila, o produto da desaminagao da citosina - 
necessario para o reparo seletivo da ultima - pode ser uma 
razao pela qual o DNA evoluiu para center timina em vez 
de uracila (p. 299). 
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FIGURA 25-23 Concluindo o reparo de malpareamento direcionado 
por metil. A dqao combinada da DNA-helicase II, SSB e de uma de quatro 
diferentes exonucleases remove urn segmento da nova fita entre o sitio de 
clivagem MutH e urn ponto logo adiante do malpareamento. A exonuclease 


DNA-polimerase III 
SSB 



usada depende da localizapao do sitio de clivagem em relapao ao malparea¬ 
mento, como mostrado aqui pelas vias alternativas. 0 intervalo resultante e 
preenchido (linha tracejada) pela DNA-polimerase III, e o corte e selado pela 
DNA-ligase (nao mostrada). 


A maioria das bacterias tern apenas um tipo de uracila 
DNA-glicosilase, ao passo que os seres humanos possuem 
pelo menos quatro tipos, com especificidades diferentes - 
indicador da importancia da remogao do uracila do DNA. A 
uracila-glicosilase mais abundante em humanos, UNG, esta 
associada ao replissomo humano, onde elimina o residuo U 
ocasional inserido no lugar de um T durante a replicagao. A 
desaminagao de residues C e 100 vezes mais rapida no DNA 
de fita simples do que no DNA de fita dupla, e humanos 
possuem a enzima hSMUGl, que remove qualquer residuo 
U que ocorra no DNA de fita simples durante a replicagao 
ou transcrigao. Duas outras DNA-glicosilases humanas, 
TDG e MBD4, removem tanto residues U quanto T pare- 
ados com G, produzidos pela desaminagao de citosina ou 
5-metilcitosina, respectivamente. 

Outras DNA-glicosilases reconhecem e removem va- 
rias bases danificadas, incluindo a formamidopirimidina e a 
8 -hidroxiguanina (ambas derivadas da oxidagao da purina), 
hipoxantina (derivada da desaminagao da adenina) e ba¬ 
ses alquiladas, como a 3-metiladenina e a 7-metilguanina. 
Glicosilases que reconhecem outras lesoes, incluindo os di¬ 
mer os de pirimidina, tambem foram identificadas em algu- 
mas classes de organismos. Lembre-se de que os sitios AP 
tambem sao derivados da hidrolise lenta e espontanea das 
ligagoes A^-glicosil no DNA (ver Figura 8-30b). 

Uma vez que o sitio AP tenha se formado por uma DNA- 
-glicosilase, outro tipo de enzima deve repara-lo. 0 reparo 


ndo e realizado pela simples insergao de uma nova base e 
reformagao da ligagao A^-glicosil. Em vez disso, a desoxir- 
ribose-5'-fosfato deixada para tras e removida e substitu- 
ida por um novo nucleotideo. Esse processo comega com 
uma das AP endonucleases, enzimas que cortam a fita de 
DNA que contem o sitio AP A posigao da incisao em rela- 
gao ao sitio AP (5' ou 3' em relagao ao sitio) varia de acor- 
do com o tipo de AP endonuclease. Um segmento de DNA 
incluindo o sitio AP e, entao, removido, a DNA-polimerase 
I substitui o DNA, e a DNA-ligase fecha o corte remanes- 
cente (Figura 25-24). Em eucariontes, a substituigao do 
nucleotideo e realizada por polimerases especificas, como 
descrito a seguir. 

Reparo de excisao de nucleotideos Lesoes no DNA que pro- 
vocam grandes distorgoes na estrutura helicoidal do DNA 
geralmente sao reparadas pelo sistema de excisao de nu¬ 
cleotideos, uma via de reparo critica para a sobrevivencia 
de todos os organismos de vida livre. No reparo de excisao 
de nucleotideos (Figura 25-25), uma enzima de multis- 
subunidades (excinuclease) hidrolisa duas ligagoes fosfo- 
diesteres, uma de cada lado da distorgao provocada pela 
lesao. Em E. coli e outras bacterias, o sistema enzimatico 
hidrolisa a quinta ligagao fosfodiester no lado 3' e a oita- 
va ligagao fosfodiester no lado 5' para gerar um fragmento 
de 12 a 13 nucleotideos (dependendo se a lesao envolve 
uma ou duas bases). Em humanos e outros eucariontes, o 
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FIGURA 25-24 Reparo do DNA pela via do reparo por excisao de bases. 

O Uma DNA-glicosilase reconhece uma base danificada (nesse caso urn 
uracila) e diva entre a base e a desoxirribose no esqueleto do DNA. @ Uma 
endonuclease AP diva o esqueleto de fosfodiester perto do sitio AR 0 A 
DNA-polimerase I inida a sintese de reparo a partir da hidroxila 3' no corte, 
removendo (com sua atividade de exonuclease 5'^3') e substituindo uma 
porqao da fita danificada. O 0 corte remanescente depois que a DNA-poli¬ 
merase I se dissociou e selado pela DNA-ligase. 





sistema enzimatico hidrolisa a sexta ligagao fosfodiester no 
lado 3' e a vigesima segunda ligagao fosfodiester no lado 5', 
produzindo um fragmento de 27 a 29 nucleotideos. Apos a 
incisao dupla, os oligonucleotideos retirados sao liberados 
do duplex, e o espago resultante e preenchido - pela DNA- 
-polimerase I emE. coli e pela DNA-polimerase s em huma- 
nos. A DNA-ligase fecha o corte. 

Em E. coli, o complexo enzimatico chave e a exci- 
nuclease ABC, que possui tres subunidades, UvrA 
104.000), UvrB 78.000) e UvrC 68.000). 0 termo 
“excinuclease” e utilizado para descrever a capacidade 
unica desse complexo enzimatico de catalisar duas cli- 
vagens endonucleotidicas especificas, diferenciando essa 
atividade daquela de endonucleases-padrao. Um comple¬ 
xo de protemas UvrA e UvrB (A2B) analisa o DNA e se 
liga ao sitio da lesao. 0 dimero UvrA, entao, se dissocia, 
liberando um forte complexo UvrB-DNA. A protema UvrC, 
entao, se liga a UvrB, e a UvrB faz uma incisao na quinta 
ligagao fosfodiester, no lado 3' da lesao. Segue-se uma in¬ 
cisao mediada por UvrC na oitava ligagao fosfodiester no 
lado 5'. 0 fragmento resultante de 12 a 13 nucleotideos e 
removido pela UvrD-helicase. 0 pequeno intervalo criado 
desse modo e preenchido pela DNA-polimerase I e pela 
DNA-ligase. Essa via (Figura 25-25, esquerda) e a princi¬ 
pal rota de reparo para muitos tipos de lesoes, incluindo os 
dimeros de ciclobutano pirimidina, 6-4 fotoprodutos (ver 
Figura 8-31), e varies outros tipos de adutos de bases, in¬ 
cluindo a benzo[a]pireneguanina, que e formada no DNA 
pela exposigao a fumaga de cigarro. A atividade nucleoli- 
tica da excinuclease ABC e nova no sentido em que dois 
cortes sao feitos no DNA. 

0 mecanismo das excinucleases de eucariontes e mui- 
to semelhante aquele da enzima bacteriana, embora sejam 
necessaries 16 polipeptideos sem qualquer semelhanga 
com as subunidades excinuclease de E. coli para a incisao 
dupla. Como descrito no Capitulo 26, alguns dos reparos 
de excisao de nucleotideos e reparos de excisao de bases 
em eucariontes estao intimamente ligados a transcrigao. 
As deficiencias geneticas em reparo de excisao de nucleo¬ 
tideos em humanos levam a varias doengas graves (ver 
Quadro 25-1). 

Reparo direto Varies tipos de danos sao reparados sem a re- 
mogao de uma base ou nucleotideo. 0 exemplo mais bem 
caracterizado e a fotorreativagao direta dos dimeros de ci¬ 
clobutano pirimidina, reagao promovida pelas DNA-foto- 
liases. Os dimeros de pirimidina resultam de uma reagao 
induzida por UV, e as fotoliases utilizam energia derivada 
da luz absorvida para reverter o dano (Figura 25-26). As 
fotoliases geralmente contem dois cofatores que funcionam 
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FIGURA 25-25 Reparo por excisao de nucleotideos em E coli e huma- segmento de DNA - de 13 nucleotideos (13 mer) ou 29 nucleotideos (29 
nos. A via geral do reparo por excisao de nucleotideos e semelhante em mer) - e removido com o auxilio da helicase. © 0 intervalo e preenchido 
todos os organismos. O Uma excinuclease se liga ao DNA no local de uma pela DNA-polimerase, e O o corte remanescente e selado com a DNA-ligase. 
lesao extensa e diva a fita do DNA lesionado de cada lado da lesao. 0 0 


como agentes de absorgao de luz, ou cromoforos. Um dos 
cromoforos e sempre FADH-FADH2. EmE. coli e levedu- 
ras, o outro cromoforo e um folato. 0 mecanismo de rea- 
gao implica a geragao de radicals livres. As DNA-fotoliases 
estao ausentes nas celulas de mamiferos placentarios (que 
incluem os seres humanos). 

Exemplos adicionais podem ser observados no reparo 
de nucleotideos com dano por alquilagao. 0 nucleotideo 
modificado 0®-metilguanina se forma na presenga de agen¬ 
tes alquilantes e e uma lesao altamente mutagenica e co¬ 
mum Cp. 302). Ele tende a parear com timina em vez de 
citosina durante a replicagao e, portanto, provoca mutagoes 
G=C para A=T (Figura 25-27). Reparo direto de 0®-me- 
tilguanina e realizado por 0®-metilguanina-DNA metiltrans- 
ferase, proteina que catalisa a transferencia do grupo me til 
da 0®-metilguanina para um de sens proprios residues Cys. 
Essa metiltransferase nao e estritamente uma enzima, por- 
que um unico evento de transferencia de metil acaba por 
metilar permanentemente a proteina, tornando-a inativa 
nessa via. 0 consume de uma molecula inteira de proteina 
para corrigir uma unica base danificada e outra vivida ilus- 
tragao da prioridade dada a manutengao da integridade do 
DNA celular. 


Cys—SH 

cS 


Ativo 



Nucleotideo 0^-metilguanina Nucleotideo guanina 

Um mecanismo muito diferente, mas igualmente direto, 
e utilizado para reparar 1-metiladenina e 3-metilcitosina. Os 
grupos aminos dos residues A e C sao algumas vezes meti- 
lados quando o DNA e uma fita simples, e a metilagao afeta 
diretamente o pareamento de bases adequado. Em E. coli, 
a desmetilagao oxidativa desses nucleotideos alquilados e 
mediada pela proteina AlkB, um membro da superfamilia 
dioxigenase dependente de a-cetoglutarato-Fe^^ (Figura 
25-28). (Ver no Quadro 4-3 a descrigao de outro membro 
dessa familia de enzimas.) 











































1034 DAVID L. NELSON & MICHAEL M. COX 


Luz 


A energia de excitagao 
passa para o FADH” 
no sitio ativo. 



(Glu)^ 


A flavina excitada 
rFADH") doa urn 
eletron para o 
dinnero de 
pirimidina para 
gerar urn radical 
dinnero instavel. 



N W ^ W 1 


N ^ 0 ^ ^ 





^0 



MECANISMO - FIGURA 25-26 Reparo dos dimeros de pirimidina com 
fotoliase. A energia derivada da luz absorvida e usada para reverter a fo- 
torreagao que causou a lesao. Os dois cromoforos na fotoliase da E. coli (M^ 
54.000), A/^,A/^°-meteniltetra-hidrofolilpoliglutamato (MTHFpoliGlu) e FADH”, 


Pirimidinas monomericas 
no DNA reparado 

realizam fungoes complementares. 0 MTHFpoliGlu funciona como fotoan- 
tena para absorver fotons de luz azul. A energia de excitagao passa para o 
FADH", e a flavina excitada (*FADH“) doa um eletron para o dimero de pirimi¬ 
dina, levando a um rearranjo, como mostrado. 


A intera^ao das forquilhas de replica^ao com o dano 
do DNA pode levar a sintese de DNA translesao 
propensa a erro 

As vias de reparo consideradas ate agora geralmente tra- 
balham apenas para lesoes no DNA de fita dupla, a fita nao 
danificada fornecendo a informagao genetica correta para 
restaurar a fita danificada ao sen estado original. Entretan- 
to, em alguns tipos de lesoes, como as quebras na fita dupla, 
ligagoes cruzadas na fita dupla on lesoes em um DNA de 
fita simples, a fita complementar e, ela mesma, danificada, 
on esta ausente. Quebras na fita dupla e lesoes no DNA de 
fita simples surgem mais frequentemente quando uma for- 


quilha de replicagao encontra uma lesao nao reparada no 
DNA (Figura 25-29). Tais lesoes e as ligagoes cruzadas de 
DNA tambem podem resultar de radiagao ionizante e rea- 
goes oxidativas. 

Em uma forquilha de replicagao parada em bacterias, 
ha dois caminhos para reparo. Na ausencia de uma segunda 
fita, a informagao necessaria para um reparo preciso deve 
vir de um cromossomo separado e homologo. 0 sistema de 
reparo envolve, portanto, recombinagao genetica de homo¬ 
logos. Esse reparo recombinante de DNA e descrito em de- 
talhes na Segao 25.3. Em algumas condigoes, uma segunda 
via de reparo, a sintese de DNA translesao propensa 
a erro (frequentemente abreviada como TLS), se torna 
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Metila^ao e replica^ao 



FIGURA 25-27 Exempio de como a lesao do DNA resulta em muta¬ 
tes. (a) 0 produto da metilapao O^-metilguanina pareia com a timina em 
vez da citosina. (b) Se nao for reparado, isso leva a uma mutapao G=C para 
A=Tapos a replicapao. 


(b) 



“ “ 



Metilacao 

-- 

G 


C -► 1 CHj ^ G 

-- 




-- 


Replicapao 



dispomvel. Quando essa via e ativa, o reparo do DNA se 
torna significativamente menos preciso e pode resultar 
em uma alta taxa de mutagao. Em bacterias, a smtese de 
DNA translesao propensa a erro e parte de uma resposta de 
estresse celular a extenso dano ao DNA, conhecido, mui- 
to apropriadamente, como resposta SOS. Algumas pro- 
temas SOS, como as protemas UvrA e UvrB ja descritas, 
estao normalmente presentes na celula, mas sao induzidas 
a mveis mais elevados, como parte da resposta SOS (Tabe- 
la 25-6). Protemas SOS adicionais participam da via para 
reparo de propensao ao erro; essas incluem as protemas 
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FIGURA 25-28 Reparo direto das bases alquilatadas por AlkB. A pro- 
teina AlkB e uma hidroxilase dependente de a-cetoglutarato-Fe^^ (ver Qua- 
dro 4-3). Ela catalisa a desmetilapao oxidativa dos residues de 1 -metiladenina 
e 3-metilcitosina. 
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Reparo do DNA por 
recombina^ao ou 
reparo propenso a erro 


Quebra nao 
reparada 



Quebra da 
fita dupla 



Reparo do DNA 
por recombinagao 


FIGURA 25-29 Lesao do DNA e seu efeito na repli- 
ca^ao do DNA. Se a forquilha de replicaqao encontra 
uma lesao nao reparada ou quebra na fita, a replica- 
qao geralmente para e a forquilha pode colapsar. Uma 
lesao e deixada para tras em urn segmento de DNA 
de fita simples nao replicado (esquerda); uma quebra 
de fita se torna uma quebra de fita dupla (direita). Em 
cada caso o dano a uma fita nao pode ser reparado 
pelos mecanismos descritos anteriormente neste ca- 
pitulo, pois a fita complementar necessaria para dirigir 
o reparo preciso e lesionada ou esta ausente. Ha dois 
possiveis caminhos para o reparo: reparo do DNA por 
recombinaqao (uma via e descrita na Figura 25-30) ou, 
quando as lesoes sao anormalmente numerosas, re¬ 
paro propenso a erro. Este ultimo mecanismo envolve 
uma nova polimerase (DNA-polimerase V, codificada 
pelos genes umuC e umuD) que pode se replicar, ainda 
que imprecisamente, sobre muitos tipos de lesoes. 0 
mecanismo de reparo e "propenso a erro" porque fre- 
quentemente ocorrem mutaqoes. 


UmuC e UmuD (“Umu” de imutavel (unmutsble ); a ausen- 
cia da fungao do gene umu elimina o reparo de propen- 
sao ao erro). A protema UmuD e clivada em um processo 
regulado por SOS para uma forma mais curta denominada 
UmuD', que forma um complexo com a UmuC e uma pro¬ 
tema denominada RecA (descrita na Segao 25.3) para criar 
uma DNA-polimerase especializada, a DNA-polimerase V 
(UmuD'gUmuCRecA), que pode replicar muitas das lesoes 


de DNA anteriores que poderiam normalmente bloquear 
a replicagao. 0 pareamento de bases adequado e com fre- 
quencia impossivel no sitio de tal lesao, de modo que essa 
replicagao translesao e propensa a erro. 

Dada a enfase na importancia da integridade genomi- 
ca ao longo desse capitulo, a existencia de um sistema que 
aumenta a taxa de mutagao pode parecer incoerente. En- 
tretanto, e possivel pensar nesse sistema como uma estra- 


TABELA25-6 


Genes induzidos como parte da resposta SOS em E. coli 


Nome do gene 

Protema codificada e/ou papel no reparo do DNA 

Genes de fungao conhecida 

polB (dinA) 

Codifica a subunidade de polimerizagao da DNA-polimerase II, necessaria para o rei- 
nicio da replicagao no reparo do DNA por recombinagao 

uvrA 1 
uvrB J 

Codifica as subunidades UvrA e UvrB da excinuclease ABC 

umuC 1 
umuD J 

Codifica as subunidades central e de polimerizagao da DNA-polimerase V 

sulA 

Codifica a protema que inibe a divisao celular, possivelmente para dar tempo para o 
reparo do DNA 

recA 

Codifica a protema RecA, necessaria ao reparo propenso a erro e ao reparo por re¬ 
combinagao 

dinB 

Codifica a DNA-polimerase IV 

ssb 

Codifica a protema de ligagao do DNA de fita simples (SSB) 

himA 

Codifica a subunidade do fator de integragao do hospedeiro (IHF), envoMdo na re¬ 
combinagao sitio-especifica, replicagao, transposigao, regulagao da expressao genica 

Genes envolvidos no metabolismo do DNA, 
mas papel no reparo do DNA desconhecido 

uvrD 

Codifica a DNA-helicase II (protema de desenrolamento do DNA) 

recN 

Necessaria para o reparo por recombinagao 


Genes de fungao desconhecida 

diuD 


diuF 


Nota: Alguns dos genes e suas fungoes sao discutidos adicionalmente no Capitulo 28. 
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tegia desesperada. Os genes umuC e umuD sao totalmente 
induzidos apenas no final da resposta SOS, e eles nao sao 
ativados para a sintese translesao iniciada pela clivagem 
umuD a menos que os mveis de dano ao DNA sejam particu- 
larmente elevados e todas as forquilhas de replicagao sejam 
bloqueadas. As mutagoes resultantes da replicagao media- 
da pela DNA-polimerase V matam algumas celulas e criam 
mutagoes deleterias em outras, mas esse e o prego meta- 
bolico que uma especie paga para superar o que de outro 
modo seria uma barreira intransponivel para a replicagao, 
uma vez que ela permite, pelo menos, a sobrevivencia de 
poucas celulas-filhas mutantes. 

Coutudo, outra DNA-polimerase, a DNA-polimerase IV, 
tambem e iuduzida durante a resposta SOS. A replicagao 
pela DNA-polimerase IV, um produto do gene dinB, e tam¬ 
bem altameute propeusa a erro. As DNA-polimerases bacte- 
rianas IV e V sao parte de uma familia de TLS polimerases 
eucoutradas em todos os orgauismos. Essas euzimas nao tern 
uma exonuclease de revisao e tern um sitio ativo mais aberto 
que acomoda uucleotideos moldes dauificados. A fidelidade 
da selegao de bases durante a replicagao pode ser reduzida 
por um fator de 10^, dimiuuiudo a fidelidade total da replica¬ 
gao para um erro em aproximadameute 1.000 uucleotideos. 

Mamiferos tern muitas DNA-polimerases de baixa fideli¬ 
dade da familia das polimerases TLS. Entretanto, a presen- 
ga dessas euzimas nao se traduz, necessariamente, em um 
inaceitavel fardo mutacional, porque a maior parte dessas 
euzimas tambem tern fungoes especializadas no reparo do 


DNA. A DNA-polimerase i] (eta), por exemplo, encontrada 
em todos os eucariontes, promove a sintese translesao prin- 
cipalmente por meio de dimeros T - T do ciclobutano. Pou¬ 
cas mutagoes resultam nesse caso porque a enzima insere 
preferencialmente dois residues A a partir dos residues T 
ligados. Varias outras polimerases de baixa fidelidade, in- 
cluindo as DNA-polimerases j8, i (iota) e A, tern fungoes 
especializadas no reparo de excisao de base de eucarion¬ 
tes. Cada uma dessas euzimas tern uma atividade 5'-deso- 
xirribose-fosfato-liase alem de sua atividade de polimerase. 
Apos a remogao de base por uma glicosilase e clivagem do 
esqueleto por uma AP endonuclease, essas polimerases 
removem o sitio abasico (uma 5'-desoxirribose-fosfato) e 
preenchem o espago muito curto. A frequencia de muta- 
gao devido a atividade da DNA-polimerase r] e minimizada 
pelos comprimentos muito curtos (frequentemente um nu- 
cleotideo) de DNA sintetizado. 

0 que surge a partir de pesquisas dos sistemas de repa¬ 
ro de DNA celular e o cenario de um metabolismo de DNA 
que mantem a integridade genomica com sistemas multi¬ 
ples e, com frequencia, redundantes. No genoma humane, 
mais de 130 genes codificam proteinas dedicadas ao reparo 
do DNA. Em muitos cases, a perda de fungao de uma dessas 
proteinas resulta em instabilidade genomica e em um au- 
mento na ocorrencia de oncogenese (Quadro 25-1). Esses 
sistemas de reparo sao frequentemente integrados com os 
sistemas de replicagao do DNA e sao complementados por 
sistemas de recombinagao, abordada a seguir. 




^ MEDICINA 


Reparo do DNA e cancer 


Os canceres em seres humanos se desenvolvem quando 
genes que regulam a divisao celular normal (oncogenes e 
genes supressores de tumor; Capitulo 12) nao funcionam, 
sao ativados no momento errado ou sao alterados. Como 
consequencia, as celulas podem crescer sem controle e 
formar um tumor. Os genes que controlam a divisao ce¬ 
lular podem ser dauificados por mutagao espontanea ou 
substituidos pela invasao de um virus tumoral (Capitulo 
26). Nao e surpreendente que alteragoes nos genes de 
reparo do DNA que resultam em uma taxa aumentada de 
mutagao elevem enormemente a suscetibilidade de um 
individuo ao cancer. Defeitos nos genes que codificam as 
proteinas envoMdas no reparo de excisao de nucleoti- 
deos, reparo de malpareamento, reparo de recombinagao 
e sintese de DNA translesao propeusa a erro estao todos 
ligados a canceres em seres humanos. 

Claramente, o reparo do DNA pode ser uma questao 
de vida e morte. 0 reparo de excisao de uucleotideos 
necessita de um numero maior de proteinas em huma¬ 
nos do que em bacterias, embora as vias gerais sejam 
bastante semelhantes. Os defeitos geneticos que inati- 
vam o reparo de excisao de uucleotideos foram associa- 
dos a varias doengas geneticas; a mais bem estudada e o 
xeroderma pigmentoso (XP). Como o reparo de excisao 
de uucleotideos e a unica via de reparo para dimeros de 
pirimidina em humanos, pessoas com XP sao extrema- 
mente sensiveis a luz e rapidamente desenvolvem can¬ 


ceres de pele induzidos pela luz do sol. A maior parte das 
pessoas com XP tambem apresenta anormalidades neu- 
rologicas, presumivelmente devido a sua inabilidade em 
reparar algumas lesoes causadas por uma alta taxa de 
metabolismo oxidativo em neuronios. Defeitos nos ge¬ 
nes que codificam qualquer um de pelo menos sete com- 
ponentes proteicos diferentes do sistema de reparo de 
excisao de uucleotideos podem resultar em XP, levando 
ao surgimento de sete grupos geneticos diferentes deno- 
minados de XPA ate XPG. Varias dessas proteinas (no- 
tadamente aquelas com defeitos em XPB, XPD e XPG) 
tambem desempenham papeis no reparo de excisao de 
bases acoplado a transcrigao de lesoes oxidativas, des- 
crito no Capitulo 26. 

A maioria dos microrganismos tern vias redundantes 
para o reparo de dimeros de ciclobutano pirimidina - lan- 
gando mao de DNA-fotoliases e, algumas vezes, do reparo 
de excisao de bases, como alternativas ao reparo de ex¬ 
cisao de uucleotideos - exceto em humanos e em outros 
mamiferos placentarios. Essa ausencia de um backup 
para o reparo de excisao de uucleotideos para remover 
dimeros de pirimidina levou a especulagao de que a evo- 
lugao inicial de mamiferos envolveu pequenos animais 
noturnos e peludos com pouca necessidade de reparo de 
danos UV. Entretanto, mamiferos de fato possuem uma 

(Continua na proxima pdgina) 
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via para evitar a translesao de dimeros de ciclobutano 
pirimidina, que envolve a DNA-polimerase rj. Essa en- 
zima insere preferencialmente dois residues A opostos 
ao dimero de pirimidina T-T, minimizando as mutagoes. 
Pessoas com uma condigao genetica na qual a fungao 
da DNA-polimerase 17 esta ausente exibem uma doenga 
semelhante ao XP, conhecida como variante XP on XP- 
V. As manifestagoes clinicas de XP-V sao semelhantes 
aquelas das doengas XP classicas, embora os niveis de 
mutagao sejam mais elevados na XP-V quando as celu- 
las sao expostas a luz UV. Aparentemente, o sistema de 
reparo de excisao de nucleotideos trabalha em conjunto 
com a DNA-polimerase 17 nas celulas humanas normals, 
reparando e/ou ignorando os dimeros de pirimidina se- 
gundo o necessario para manter o crescimento celular e 
o andamento da replicagao do DNA. A exposigao a luz UV 
introduz uma carga pesada de dimeros de pirimidina, e 
alguns devem ser ignorados pela sintese translesao para 
manter a replicagao em curso. Quando um sistema esta 
ausente, ele e parcialmente compensado pelo outro. Uma 
perda da atividade de DNA-polimerase rj leva a parada 
das forquilhas de replicagao e ao desvio das lesoes UV 
pelas polimerase de sintese translesao (TLS) diferentes e 
mais mutagenicas. Como ocorre quando outros sistemas 
de reparo de DNA estao ausentes, o aumento resultante 
de mutagoes com frequencia leva ao cancer. 


Uma das sindromes hereditarias mais comuns de sus- 
cetibilidade ao cancer e 0 cancer de colo hereditario nao 
polipoide (HNPCC). Essa sindrome foi associada a defei- 
tos de reparo de malpareamento. Celulas humanas e de 
outros eucariontes tern varias proteinas analogas as pro- 
teinas bacterianas MutL e MutS (ver Figura 25-22). De- 
feitos em pelo menos cinco genes de reparo de malparea¬ 
mento podem levar a HNPCC. Os mais prevalentes sao os 
defeitos nos genes hMLHl (homologo 1 ao MutL humano) 
e hMSH2 (homologo 2 ao MutS humano). Em individuos 
com HNPCC, 0 cancer geralmente se desenvolve em idade 
precoce, sendo os canceres de colo os mais comuns. 

A maioria dos canceres de mama humanos ocorre em 
mulheres sem qualquer predisposigao conhecida. Entre- 
tanto, cerca de 10% dos casos sao associados a defeitos 
hereditarios em dois genes, BRCAl e BRCA2. As BRCAl 
e BRCA2 humanas sao proteinas grandes (1.834 e 3.418 
residues de aminoacidos, respectivamente) que interagem 
com varias outras proteinas envolvidas na transcrigao, 
manutengao de cromossomos, reparo do DNA e controle 
do ciclo celular. A BRCA2 foi implicada no reparo recom- 
binante do DNA de quebras da fita dupla. Entretanto, a 
fungao molecular precisa da BRCAl e da BRCA2 nesses 
varies processes celulares ainda nao e clara. Mulheres com 
defeitos em ambos os genes BRCAl on BRCA2 tern uma 
chance maior que 80% de desenvolver cancer de mama. 


RESUMO 25.2 Reparo de DNA 

► As celulas tern varies sistemas para reparo do DNA. 0 
reparo de malpareamento em E. coli e direcionado por 
sequencias transitorias nao metiladas de (5')GATC na 
fita recem-sintetizada. 

► Sistemas de reparo de excisao de bases reconhecem e 
reparam danos causados por agentes ambientais (tais 
como radiagao e agentes alquilantes) e reagoes espon- 
taneas de nucleotideos. Alguns sistemas de reparo re¬ 
conhecem e excisam apenas bases danificadas on in- 
corretas, deixando um sitio AP (abasico) no DNA. Esse 
e reparado pela excisao e substituigao do segmento de 
DNA que contem o sitio AP. 

► Os sistemas de reparo de excisao de nucleotideos reco¬ 
nhecem e removem varias lesoes extensas e dimeros de 
pirimidina. Eles retiram um segmento de fita de DNA 
que inclui a lesao, deixando um espago preenchido pela 
agao de DNA-polimerases e ligases. 

► Alguns danos ao DNA sao reparados por reversao direta 
da reagao que causou o dano: dimeros de pirimidina sao 
diretamente convertidos a pirimidinas monomericas por 
uma fotoliase, e o grupo me til de 0®-metilguanina e re- 
mo vido por uma metiltransferase. 

► Em bacterias, a sintese de DNA translesao propensa a 
erro, envolvendo DNA-polimerases TLS, ocorre em res- 
posta a um dano muito grande ao DNA. Em eucariontes, 
polimerases semelhantes tern fungoes especializadas no 
reparo do DNA que minimizam a introdugao de mutagoes. 


25.3 Recombina^ao do DNA 

0 rearranjo da informagao genetica no interior e entre as 
moleculas de DNA envolve varies processes, coletivamente 
colocados sob o titulo de recombinagao genetica. As aplica- 
goes praticas dos rearranjos de DNA na alteragao dos ge- 
nomas de um numero crescente de organismos estao agora 
sendo exploradas (Capitulo 9). 

Os eventos de recombinagao genetica caem em pelo 
menos tres grandes classes. A recombinagao genetica 
homologa (tambem chamada recombinagao geral) en¬ 
volve alteragoes geneticas entre duas moleculas de DNA 
quaisquer (ou segmentos da mesma molecula) que com- 
partilham uma regiao estendida de sequencia praticamen- 
te identica. A sequencia real de bases e irrelevante, desde 
que seja semelhante nos dois 
DNA. Na recombinagao sitio- 
-especifica as trocas ocorrem 
apenas em uma sequencia par^A 
cular do DNA. A transposigao 
de DNA e diferente das outras 
duas classes porque geralmen¬ 
te envolve um segmento curto 
de DNA com a capacidade mar- 
cante para se mover de uma lo- 
calizagao no cromossomo para 
outra. Esses “genes saltadores” 
(jumping genes') foram ini- 
cialmente observados no milho 
na decada de 1940 por Barbara 



Barbara McClintock, 
1902-1992 
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McClintock. Alem disso, existe uma ampla gama de rear- 
ranjos geneticos incomuns para os quais ainda nao foi pro- 
posto nenhum mecanismo ou proposito. Aqui serao focali- 
zadas as tres classes gerais. 

As fungoes dos sistemas de recombinagao genetica 
sao tantas quanto os seus mecanismos. Elas incluem pa- 
peis em sistemas de reparo de DNA especializados, ati- 
vidades especializadas na replicagao do DNA, regulagao 
da expressao de certos genes, facilitagao da segregagao 
adequada de cromossomos durante a divisao celular eu- 
cariotica, manutengao da diversidade genetica e imple- 
mentagao de rearranjos geneticos programados durante o 
desenvoMmento embrionario. Na maior parte dos casos, 
a recombinagao genetica esta intimamente integrada a 
outros processes no metabolismo do DNA, e isso se torna 
um tema da presente discussao. 



A recombinagao homologa bacteriana e uma fun^o de 
reparo do DNA 

Em bacterias, a recombinagao genetica homologa e princi- 
palmente um processo de reparo do DNA e, nesse contexto 
(como observado na Segao 25.2) e denominado de repa¬ 
ro do DNA recombinante. Ele e geralmente direcionado 
para a reconstrugao das forquilhas de replicagao que pa- 
raram ou colapsaram no local do dano do DNA. A recom¬ 
binagao genetica homologa tambem pode ocorrer durante 
a conjugagao (mating'), quando o DNA cromossomico e 
transferido de uma celula bacteriana (doadora) para outra 
(recipiente). A recombinagao durante a conjugagao, embo- 
ra rara em populagoes bacterianas selvagens, contribui para 
a diversidade genetica. 

Um exemplo do que ocorre quando uma forquilha de 
replicagao encontra um dano no DNA e mostrado na Figu- 


FIGURA 25-30 Reparo de DNA recombinante em uma forquilha de re- 
plica^ao colapsada. Quando uma forquilha de replicagao encontra uma 
quebra em uma das fitas-molde, um brago da forquilha e perdido e a for¬ 
quilha de replicagao colapsa. A extremidade 5' da fita no corte e degradada 
para criar uma extensao 3' de fita simples, entao usada em um processo de 
invasao da fita, pareando a fita unica invasora com sua fita complementar no 
interior do duplex adjacente. A migragao do ramo (insergao) pode criar um 
intermediario de Holliday. A clivagem desse intermediario por nucleases es¬ 
pecializadas, seguida por ligagao, restaura uma forquilha de replicagao viavel. 
0 replissomo e carregado sobre essa estrutura (nao mostrado) e a replicagao 
continua. As pontas das setas representam extremidades 3'. 
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ra 25-30. Uma caracteristica comum das vias de reparo do 
DNA ilustradas nas Figuras 25-22 a 25-25 e que elas intro- 
duzem uma quebra transitoria em uma das fitas de DNA. Se 
uma forquilha de replicagao encontra um local danificado 
em reparo proximo a uma quebra em uma das fitas-molde, 
um brago da forquilha de replicagao e desconectado por 
uma quebra de fita dupla e a forquilha colapsa. A extremi- 
dade dessa quebra e processada pela degradagao da extre- 
midade 5' da fita. A extensao da fita simples 3' resultante 
e ligada por uma recombinase que a utiliza para promover 
a invasao da fita: a extremidade 3' invade o DNA duplex 
intacto conectado ao outro brago da forquilha e se pareia 
com sua sequencia complementar. Isso cria uma estrutu- 
ra de DNA ramificada (um ponto onde tres segmentos de 
DNA se juntam). 0 ramo de DNA pode ser movido em um 
processo denominado migragao do ramo para criar uma 
estrutura cruzada semelhante a um X, conhecida como in- 
termediario de Holliday, em homenagem ao pesquisador 
Robin Holliday, que primeiro postulou sua existencia. 0 in- 
termediario de Holliday e, entao, resoMdo por uma classe 
especial de nucleases. 0 processo todo reconstroi a forqui¬ 
lha de replicagao. 

Em E. coll, o processo de terminagao do DNA e promo- 
vido pela nuclease/helicase RecBCD. A enzima RecBCD se 
liga ao DNA linear em uma extremidade livre (quebrada) e 
se move para dentro ao longo da dupla-helice, desenrolando 
e degradando o DNA em uma reagao acoplada a hidrolise 
do ATP (Figura 25-31). As subunidades RecB e RecD sao 
motores de helicase, com a RecB se movendo na diregao 
3'^5' ao longo de uma fita e a RecD se movendo na diregao 
5'^3' ao longo da outra fita. A atividade da enzima e alte- 
rada quando ela interage com uma sequencia denominada 
chi, (5')GCTGGTGG, que se liga fortemente a um sitio na 
subunidade RecC. A partir desse ponto, a degradagao da fita 
com a terminagao 3' e muito reduzida, mas a degradagao da 
fita 5' terminal aumenta. Esse processo cria um DNA de fita 
simples com uma extremidade 3', que e utilizado durante as 
etapas subsequentes na recombinagao. As 1.009 sequencias 
chi espalhadas por todo o genoma de E. coli potencializam 
a frequencia de recombinagao em cerca de 5 a 10 vezes no 
interior de 1.000 pb do sitio chi. A potencializagao diminui 
com o aumento da distancia do sitio chi. Sequencias que po¬ 
tencializam a frequencia de recombinagao tambem foram 
identificadas em varies outros organismos. 


FIGURA 25-31 A helicase/nuclease RecBCD. (a) Visao em corte da es¬ 
trutura da enzima RecBCD enquanto ela e ligada ao DNA (PDB ID 1W36). As 
subunidades sao mostradas em diferentes cores, com o DNA entrando na 
estrutura na esquerda e as fitas de DNA desenrolado (nao e parte da estru¬ 
tura resolvida) sao modeladas saindo para a direita. Uma estrutura proteica 
bulbosa chamada pino, parte da subunidade RecC, facilita a separaqao das 
fitas. (b) Atividades da enzima RecBCD em uma extremidade de DNA. As 
subunidades RecB e RecD sao helicases, motores moleculares que impul- 
sionam o complexo ao longo do DNA, um processo que precise de ATP; a 
RecB degrade ambas as fitas a medida que o complexo se desloca, clivando a 
extremidade 3' da fita mais frequentemente do que a extremidade 5' da fita. 
Quando um sitio chi e encontrado na extremidade da fita 3', a subunidade 
RecC se liga a ele, parando o avanqo dessa fita atraves do complexo. A ex¬ 
tremidade 5' da fita continue a ser degradada a medida que a extremidade 
3' da fita forma uma volta para fora, criando, por fim, uma extensao 3' da 
fita simples. A proteina RecA (nao mostrada) e finalmente carregada sobre o 
DNA processado pela enzima RecBCD. 


A recombinase bacteriana e a proteina RecA. Ela e in- 
comum entre as proteinas de metabolismo do DNA porque 
sua forma ativa e um filamento helicoidal ordenado de ate 
varies milhares de subunidades que se reunem cooperati- 
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vamente no DNA (Figura 25-32). Esse filamento em ge- 
ral forma um DNA de fita simples, tal como o produzido 
pela enzima RecBCD. Sua formagao nao e tao direta como 
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mostrado na Figura 25-32, uma vez que a proteina ligadora 
da fita simples de DNA (SSB) esta normalmente presen¬ 
te e impede especificamente a ligagao das primeiras pou- 
cas subunidades ao DNA (nucleagao do filamento). A en¬ 
zima RecBCD age diretamente como uma carregadora de 
RecA, facilitando a nucleagao de um filamento de RecA 
na fita simples de DNA revestida por SSB. Os filamentos 
se montam e desmontam na diregao 5'^3'. Muitas outras 
proteinas bacterianas regulam a formagao e desmontagem 
de filamentos de RecA. A proteina RecA promove as etapas 
centrals da recombinagao homologa, incluindo a etapa de 
invasao da fita de DNA da Figura 25-31 e varias outras rea- 
goes de troca de fitas in vitro. 

Apos a invasao da fita, a migragao do ramo e promovida 
por um complexo denominado RuvAB (Figura 25-33a). 
Uma vez que um intermediario de Holliday tenha sido cria- 
do, ele pode ser clivado por nucleases especializadas deno- 
minadas RuvC (Figura 25-33b), e cortes sao selados com 
DNA-ligase. Uma estrutura de forquilha de replicagao viavel 
e, entao, reconstruida, como destacado na Figura 25-31. 

Depois que as etapas de recombinagao estao comple- 
tas, as forquilhas de replicagao se reconstroem em um 
processo denominado reimcio da replicagao indepen- 
dente de origem. Quatro proteinas (PriA, PriB, PriC e 
DnaT) interagem com DnaC para carregar a DnaB heli- 
case para a forquilha de replicagao reconstruida. A DnaG 
primase, entao, sintetiza um iniciador de RNA, e a DNA- 
-polimerase se reconstroi na DnaB para reiniciar a sintese 
do DNA. Originalmente descoberto como um componente 
necessario para a replicagao do DNA do (pX174 in vitro, 
um complexo de PriA, PriB, PriC e DnaT, em conjunto 
com DnaB, DnaC e DnaG, e agora denominado de primos- 
somo de reimcio da replicagao. 0 reinicio da forquilha 
de replicagao tambem necessita da DNA-polimerase II, em 
um papel ainda nao definido; essa atividade de polimerase 
II da lugar a atividade da DNA-polimerase III para a ex- 
tensa replicagao geralmente necessaria para completar o 
cromossomo. Desse modo, o processo de recombinagao e 
fortemente interligado a replicagao. Um processo do meta- 
bolismo do DNA apoia o outro. 

A recombinagao eucariotica homologa e necessaria 
para a segrega^ao adequada de cromossomos 
durante a meiose 

Em eucariontes, a recombinagao genetica homologa pode 
ter varias fungoes na replicagao e divisao celular, incluindo 
o reparo das forquilhas de replicagao paradas. A recombi¬ 
nagao ocorre com a mais alta frequencia durante a meiose. 


FIGURA 25-32 Filamentos da proteina RecA. A RecA e outras recombi- 
nases nessa classe funcionam como filamentos de nucleoproteina. (a) A for- 
mapao do filamento prossegue nas etapas de nucleagao discreta e extensao. 
A nucleagao e a adigao das poucas primeiras subunidades de RecA. A exten¬ 
sao ocorre pela adigao de subunidades de RecA de modo que o filamento 
cresce na diregao 5'^3'. Quando ocorre a desmontagem, as subunidades 
sao retiradas da extremidadetraseira. (b) Eletromicrografia colorizada de um 
filamento de RecA ligado ao DNA. (c) Segmento de um filamento de RecA 
com quatro voltas em helices (24 subunidades de RecA; derivadas de PDB ID 
3CMX). Observe o DNA de fita dupla ligado no centro. 0 dominio central da 
RecA e estruturalmente relacionado aos dominios das helicases. 
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RuvB 


DNA entrando 
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FIGURA 25-33 Catalise da migra^ao do ramo de DNA e resolu^ao do 
intermediario de Holliday pelas protemas RuvA, RuvB e RuvC (a) A 

proteina RuvA se liga diretamente a urn intermediario de Holliday onde os 
quatro braqos de DNA se encontram. A proteina hexamerica RuvB e uma 
translocase de DNA. Dois hexameros se ligam aos brapos opostos do inter¬ 
mediario de Holliday e impulsionam o DNA para fora em uma reapao aco- 
plada a hidrolise de ATP. Entao o ramo se move, (b) A RuvC e uma nuclea¬ 
se especializada que se liga ao complexo RuvAB e diva o intermediario de 
Holliday nos lados opostos da junpao (setas vermelhas), de modo que dois 
brapos contiguos de DNA permanecem em cada produto. 


DNA saindo 


DNA entrando 



o processo pelo qual as celulas germinativas diploides com 
dois conjuntos de cromossomos se dividem para produzir 
gametas haploides (espermatozoides ou ovulos) em animais 
(esporos haploides em plantas) - cada gameta possuindo 
apenas um membro de cada par de cromossomos (Figu- 
ra 25-34). A meiose comega com a replicagao do DNA nas 
celulas germinativas, de modo que cada molecula de DNA 
esteja presente em quatro copias. Cada conjunto de quatro 
cromossomos homologos (tetrade) existe como dois pares 
de cromatides-irmas, e as cromatides-filhas permanecem 
associadas nos sens centromeros. A celula, entao, passa 
por dois ciclos de divisao celular sem uma etapa de repli- 
cagao do DNA. Na primeira divisao celular, os dois pares 
de cromatides-irmas sao segregados em celulas-filhas. Na 
segunda divisao celular, os dois cromossomos em cada par 
de cromatides-filhas sao segregados em celulas-filhas no¬ 
vas. Em cada divisao, os cromossomos a serem segregados 
sao levados para as celulas-filhas pelas fibras do fuso pre- 
sas a polos opostos da celula em divisao. As duas divisoes 
sucessivas reduzem o conteudo do DNA ao nivel haploide 
em cada gameta. A segregagao adequada de cromossomos 
para as celulas-filhas demanda a existencia de ligagoes fi- 
sicas entre cromossomos homologos para ser segregada. A 
medida que as fibras do fuso se prendem aos centromeros 


dos cromossomos e comegam a puxar, as ligagoes entre cro¬ 
mossomos homologos criam uma tensao. Essa tensao, sen- 
tida por mecanismos celulares ainda nao compreendidos, 
sinaliza que esse par de cromossomos ou cromatides-irmas 
esta adequadamente alinhado para a segregagao. Uma vez 
que a tensao e percebida, as ligagoes gradualmente se dis- 
solvem e a segregagao prossegue. Quando ocorre uma liga- 
gao inadequada da fibra ao fuso (p. ex., se os centromeros 
de um par de cromossomos estao ligados ao mesmo polo 
celular), uma cinase celular percebe a ausencia de tensao e 
ativa um sistema que remove as ligagoes do fuso, permitin- 
do que a celula tente novamente. 

Durante a segunda divisao meiotica, as ligagoes centro- 
mericas entre as cromatides-irmas, ampliadas por coesinas 
depositadas durante a replicagao (ver Figura 24-34), forne- 
cem as ligagoes fisicas necessarias para guiar a segregagao. 
Entretanto, durante a primeira divisao celular meiotica, os 
dois pares de cromatides-irmas que serao segregados nao 
estao relacionados a um evento de replicagao recente e nao 
sao ligados por coesinas ou por qualquer outra associagao fi- 
sica. Ao contrario, os pares homologos de cromatides-irmas 
sao alinhados e novas ligagoes sao criadas por recombina- 
gao, um processo que envolve a quebra e religagao do DNA 
(Figura 25-35). Essa troca, tambem chamada de entre- 
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cmzamento, pode ser observada com o microscopio optico. 
0 entrecmzamento liga os dois pares de cromatides-irmas 
juntos em pontos denominados quiasmas. Tambem durante 
as permutas, o material genetico e trocado entre os pares 
de cromatides-irmas. Essas trocas tambem aumentam a di- 
versidade genetica nos gametas resultantes. A importancia 
da recombinagao meiotica para a segregagao cromossomica 
adequada e bem ilustrada pelas consequencias fisiologicas 
e sociais de suas falhas (Quadro 25-2). 


FIGURA 25-34 Meiose em celulas de linhagem germinativa em ani- 
mais. Os cromossomos de uma celula de linhagem germinativa diploide hi- 
potetica (quatro cromossomos; dois pares homologos) replicam e sao man- 
tidos juntos pelos seus centromeros. Cada molecula de DNA de fita dupla 
replicada e chamada de cromatide (cromatide-irma). Na profase I, logo antes 
da primeira divisao meiotica, os dois conjuntos homologos de cromatides se 
alinham para formar tetrades, mantidas juntas por ligagoes covalentes nas 
jungoes homologas (quiasmas). As trocas cruzadas ocorrem no interior dos 
quiasmas (ver Figura 25-35). Essas associagoes transitorias entre homologos 
garantem que dois cromossomos presos se separem adequadamente na 
proxima etapa, quando as fibras do fuso presas os puxam para polos opostos 
da celula em divisao na primeira divisao meiotica. Os produtos dessa divisao 
sao duas celulas-filhas cada uma com dois pares de cromatides-irmas dife- 
rentes. Os pares agora se alinham ao longo do equador da celula em prepa- 
ragao para a separagao das cromatides (agora chamadas cromossomos). A 
segunda divisao meiotica produz quatro celulas-filhas haploides que podem 
servir como gametas. Cada uma tern dois cromossomos, metade do numero 
da celula diploide da linhagem germinativa. Os cromossomos foram reorga- 
nizados e recombinados. 


0 entrecruzamento nao e um processo totalmente 
aleatorio, e hot spots tern side identificados em muitos 
cromossomos eucarioticos. Entretanto, a suposigao de que 
o entrecruzamento possa ocorrer com a mesma probabili- 
dade em quase todos os pontos ao longo do comprimen- 
to de dois cromossomos homologos continua a ser uma 
aproximagao razoavel em muitos casos, e e esta suposigao 
que permite o mapeamento genetico dos genes em um 
cromossomo especifico. A frequencia de recombinagoes 
homologas em qualquer regiao que separa dois pontos em 
um cromossomo e grosso modo proporcional a distancia 
entre dois pontos, e isso permite a determinagao das po- 
sigoes relativas e das distancias entre genes diferentes. A 
distribuigao independente dos genes nao ligados em cro¬ 
mossomos diferentes (Figura 25-36) faz outra importan- 
te contribuigao para a diversidade genetica dos gametas. 
Essas realidades geneticas orientam muitas das modernas 
aplicagoes da genomica, tais como a definigao de haploti- 
pos (ver Figura 9-30) ou a pesquisa para genes de doengas 
no genoma humano (ver Figura 9-34). 

A recombinagao homologa tern, portanto, pelo menos 
tres fungoes identificaveis em eucariontes: (1) contribui 
para o reparo de varies tipos de dano ao DNA; (2) fornece, 
nas celulas eucarioticas, uma ligagao fisica transitoria en¬ 
tre cromatides que promovem a segregagao ordenada de 
cromossomos na primeira divisao celular meiotica; e (3) 
potencializa a diversidade genetica em uma populagao. 

A recombinagao durante a meiose se inicia com quebras 
na fita dupla 

Uma via provavel para a recombinagao homologa durante a 
meiose e destacada na Figura 25-35a. 0 modelo tern quatro 
caracteristicas-chave. Primeiro, os cromossomos homolo¬ 
gos sao alinhados. Segundo, uma quebra na dupla fita da 
molecula de DNA e criada e, entao, as extremidades expos- 
tas sao processadas por uma exonuclease, deixando uma 
extensao de fita simples com um grupo 3'-hidroxila na ex- 
tremidade quebrada (etapa O). Terceiro, as extremidades 
expostas 3' invadem o DNA duplex intacto do homologo e 
isso e seguido pela migragao de ramos e/ou replicagao para 
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(a) Gene 

5 ' A 


Gene 

3 ' 5 ' B 3 ' 


(b) 


3 ' 


5 ' 


3 ' 


5 ' 


0 Uma quebra na fita dupla em urn ou dois 
homologos e convertida em um intervale 
na fita dupla pela agao das exonucleases. 
As fitas com extremidades 3' sao 
degradadas menos do que aquelas com 
extremidades 5', produzindo extensoes 
defita simples 3'. 



(c) 


Leptoteno 



® Uma extremidade 3' exposta pareia com 
seu complemento no homologo intacto. 
A outra fita do duplex e deslocada. 



© A extremidade 3' invasora e estendida 
pela DNA-polimerase mais a migragao do 
ramo, apos um evento de captura da 
segunda extremidade, gerando uma 
molecula de DNA com duas permutas na 
forma de estruturas ramificadas 
chamadas de intermediaries de Holliday. 



O A replicagao adicional do DNA substitui o 
DNA ausente do sitio da quebra 
original da fita dupla. 






© Nucleases especializadas chamadas de 
resolvases do intermediaries de Holliday 
clivam esse intermediario gerando um 
de dois produtos de recombinagao. No 
produto do conjunto 2, o DNA de 
qualquer um dos lados da regiao que 
sofre reparo e recombinado. 



Produto do conjunto 1 


Produto do conjunto 2 
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FIGURA 25-35 Recombina^ao durante a profase I na meiose. (a) Mo- 

delo do reparo de quebra da fita dupla para recoimbinagao genetica homolo- 
ga. Os dois cronnossonnos hoimologos (uim mostrado em cor salimao, o outro 
erm azul) envolvidos nesse evento de recombinagao tern sequencias identicas 
ou quase identicas. Cada urn dos dois genes mostrados term diferentes alelos 
nos dois crormossormos. As etapas sao descritas no texto. (b) 0 entrecruza- 
rmento ocorre durante a profase da rmeiose I. Os varios estagios da profase I 
estao alinhados corm os processos de recormbinagao que estao ocorrendo na 


parte (a). As quebras de fita dupla sao introduzidas e processadas no estagio 
de leptoteno. A invasao da fita e a conclusao do entrecruzarmento ocorrerm 
rmais tarde. A rmedida que as sequencias hormologas nos dois pares de crorma- 
tides-irrmas sao alinhadas no estagio de zigoteno, se forrmarm os cormplexos 
sinaptonermais e ocorre a invasao da fita. Os cronnossonnos hormologos sao 
fortermente alinhados no estagio de paquiteno. (c) Cronnossonnos hormologos 
de urm gafanhoto sao vistos erm sucessivos estagios da profase I rmeiotica. Os 
quiasrmas se tornarm visiveis no estagio de diploteno. 




^ MEDICINA 


Por que a segrega^ao adequada de cromossomos e importante 


Quando o alinhamento cromossomico e a recombinagao 
nao sao corretos e completos na meiose I, a segregagao 
dos cromossomos pode dar errado. Um resultado pode 
ser a aneuploidia, uma condigao na qual uma celula tern o 
numero errado de cromossomos. Os produtos haploides 
da meiose (gametas ou esporos) podem nao ter copias ou 
ter duas copias de um cromossomo. Quando um gameta 
com duas copias de um cromossomo se junta com um ga¬ 
meta com uma copia de um cromossomo durante a ferti- 
lizagao, as celulas no embriao resultante tern tres copias 
daquele cromossomo (eles sao trissomicos). 

EmS. cerevisiae, a aneuploidia resultante de erros na 
meiose ocorre em uma taxa de 1 em cada 10.000 eveutos 
meioticos. Em moscas-das-frutas, a taxa e de cerca de 1 
em uus poucos milhares. Taxas de aneuploidia em mamife- 
ros sao cousideravelmeute mais altas. Em camuudougos, a 
taxa e de 1 em 100, e e maior aiuda em outros mamiferos. 
A taxa de aneuploidia em ovulos humanos fertilizados e 
estimada em 10 a 30%; a maioria dessas celulas aueuploi- 
des e mouossomica (elas tern uma uuica copia de um cro¬ 
mossomo) ou trissomica. E quase certo que essa taxa seja 
uma subestimagao. A maior parte das trissomias e letal e 
varias resultam em aborto bem antes que a gravidez seja 
detectada. A aneuploidia e a principal causa de perda de 
gravidez. Os poucos fetos trissomicos que sobrevivem ao 
nascimento geralmente tern tres copias dos cromossomos 
13, 18, ou 21 (a trissomia do 21 e a sindrome de Down). 
Complementos anormais dos cromossomos sexuais tam- 
bem sao encontrados na populagao humana. Quase todas 
as monossomias sao fatais no estagio inicial do desenvol- 
vimento fetal. As consequencias socials da aneuploidia em 
humanos sao consideraveis. A aneuploidia e a principal 
causa genetica de deficiencias mentals e de desenvolvi- 
mento. No centro dessas taxas elevadas esta uma carac- 
teristica da meiose em femeas de mamiferos que tern um 
significado especial para os humanos. 

Em seres humanos do sexo masculino, as celulas ger- 
minativas iniciam a meiose na puberdade, e cada evento 
meiotico necessita de um tempo relativamente curto. Em 
contraste, a meiose nas celulas germinativas das mulhe- 
res e um processo muito prolongado. A produgao de um 
ovulo comega antes do nascimento da femea - com o ini- 
cio da meiose no feto, com 12 a 13 semanas de gestagao. 
A meiose se inicia em todas as celulas germinativas em 
desenvolvimento em um periodo de poucas semanas. 
As celulas prosseguem por grande parte da meiose I. Os 
cromossomos se alinham e geram permutas, continuando 
um pouco alem da fase de paquiteno (ver Figura 25-35) 


- e, entao, o processo cessa. Os cromossomos entram em 
uma fase estacionaria chamada de estagio dictiatico, com 
os cruzamentos posicionados, uma especie de animagao 
suspensa onde eles permanecem a medida que a femea 
amadurece - geralmente de 13 a 50 anos. Apenas na ma- 
turidade sexual e que as celulas germinativas individuals 
continuam por meio de duas divisoes celulares meioticas 
para produzir ovulos. 

Entre o inicio do estagio dictiatico e a conclusao final 
da meiose, alguma coisa pode acontecer que interrompe 
ou danifica os cromossomos homologos ligados nas ce¬ 
lulas germinativas. Com o aumento da idade da mulher, 
a taxa de trissomia nos ovulos que ela produz aumenta 
consideravelmente com a chegada da menopausa (Figu¬ 
ra Q-1). Ha muitas hipoteses para explicar isso, e varios 
fatores diferentes podem desempenhar um papel. Entre- 
tanto, a maioria das hipoteses esta centrada nas trocas 
por recombinagao na meiose I e sua estabilidade durante 
o estagio dictiatico prolongado. 

Ainda nao esta claro que etapas medicas poderiam 
ser tomadas para reduzir a incidencia de aneuploidias em 
femeas em idade fertil. 0 que e conhecido e a importan- 
cia inerente da recombinagao e da geragao de permutas 
na meiose humana. 



FIGURA Q-1 Incidencia cada vez maior da trissomia humana 
com o aumento da idade da mae. 
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Oito possiveis gametas ou esporos haploides 


FIGURA 25-36 A contribui^ao do arranjo independente para a di- 
versidade genetica. Nesse exemplo os cromossomos ja foram replicados 
para criar dois pares de cromatides-irmas para dois cromossomos. Azul e 
cor salmao distinguem as cromatides-irmas de cada par. Urn gene em cada 
cromossomo e destacado, com diferentes alelos (A ou a, B ou b) nos ho¬ 


mologos. A ordenagao independente pode levar a gametas com qualquer 
combinagao de alelos presente nos dois cromossomos diferentes. 0 entre- 
cruzamento (nao mostrado aqui, ver Figura 25-34) tambem contribuiria para 
a diversidade genetica em uma tipica sequencia meiotica. 


criar um par de intermediarios de Holliday (etapas @ a O). 
Quarto, a clivagem de duas permutas cria qualquer um dos 
dois pares de produtos recombinantes completes (etapa 
®). Observe a semelhanga dessas etapas em relagao aos 
processes de reparo bacteriano por recombinagao destaca- 
dos na Figura 25-30. 

Nesse modelo de reparo da quebra da fita dupla 

para recombinagao, as extremidades 3' sao utilizadas para 
iniciar a troca genetica. Uma vez pareada com a fita comple- 
mentar no homologo intacto, e criada uma regiao do DNA 
hibrido que contem fitas complementares de dois DNAs 
parentais diferentes (o produto da etapa @ na Figura 25- 
35a). Cada uma das extremidades 3' pode, entao, agir como 
um iniciador para a replicagao do DNA. A recombinagao 
meiotica dos homologos pode variar em muitos detalhes de 
uma especie para outra, mas a maior parte das etapas des- 
tacadas antes esta geralmente presente em alguma forma. 
Ha dois modos para clivar ou “resolver” o intermediario de 
Holliday com uma nuclease semelhante a RuvC de modo 
que os dois produtos contenham genes na mesma ordem 
linear que nos substratos - os cromossomos originais e nao 
recombinados (etapa ®). Se clivado de uma forma, o DNA 
lateral a regiao que contem o DNA hibrido nao e recombina- 
do; se clivado do outro modo, o DNA lateral e recombinado. 
Ambos os resultados sao observados in vivo. 

A recombinagao homologa ilustrada na Figura 25-35 e 
um processo muito elaborado, essencial para a segregagao 
precisa do cromossomo. Suas consequencias moleculares 
para a geragao da diversidade genetica sao sutis. Para com- 
preender como esse processo contribui para a diversidade, 
deve-se ter em mente que os dois cromossomos homologos 
que sofrem recombinagao nao sao necessariamente iden- 


ticos. 0 arranjo linear dos genes pode ser o mesmo, mas 
as sequencias de bases em alguns dos genes podem ser um 
pouco diferentes (em alelos diferentes). Em um humane, 
por exemplo, um cromossomo pode center o alelo para he- 
moglobina A (hemoglobina normal) enquanto o outro con¬ 
tem o alelo para hemoglobina S (a mutagao da celula falci- 
forme). A diferenga pode consistir em nao mais do que um 
par de bases em milhoes. A recombinagao homologa nao 
modifica o arranjo linear dos genes, mas pode determinar 
que alelos se ligaram em um unico cromossomo e, portanto, 
foram passados juntos para a proxima geragao. A ordena- 
gao independente de cromossomos diferentes (Figura 25- 
36) determina que alelos genicos de diferentes cromosso¬ 
mos sao herdados juntos. 

A recombinagao sitio-especi'fica resulta em rearranjos de 
DNA precisos 

A recombinagao genetica de homologos, o tipo discutido 
ate agora, pode envolver duas sequencias homologas quais- 
quer. 0 segundo tipo geral de recombinagao, a recombina¬ 
gao sitio-especifica, e um tipo muito diferente de processo: 
a recombinagao e limitada a sequencias especificas. Reagoes 
de recombinagao desse tipo ocorrem praticamente em cada 
celula, ocupando fungoes especializadas que variam muito 
de uma especie para outra. Exemplos incluem a regulagao 
da expressao de alguns genes e a promogao de rearranjos de 
DNA programados no desenvolvimento embrionario ou nos 
ciclos de replicagao de alguns DNAs virais e de plasmideos. 
Cada sistema de recombinagao sitio-especifico consiste em 
uma enzima denominada recombinase e em uma sequencia 
de DNA unica e curta (20 a 200 pb), onde a recombinase age 
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(a) Recombinagem 






FIGURA 25-37 Uma rea^ao de recombina^ao sftio-especffica. (a) 

A reagao mostrada aqui e para uma classe comum de recombinases 
sitio-especificas chamadas de recombinases da classe das integrases 
(nomeadas a partir da integrase do bacteriofago A, a primeira recombi- 
nase caracterizada. Essas enzimas usam residuos deTyr como nucleofi- 
los no sitio ativo. A reagao e levada a cabo no interior de urn tetramero 
de subunidades identicas. As subunidades de recombinase se ligam a 
uma sequencia especifica, o sitio de recombinagao. O Uma fita em cada 
DNA e clivada em pontos particulares na sequencia. 0 nucleofilo e o 
grupo -OH de urn sitio ativo do residuoTyr, e o produto e uma ligagao 
de fosfotirosina covalente entre a proteina e o DNA. © Depois da isome- 
rizagao ©, as fitas clivadas se ligam a novos parceiros, produzindo urn 
intermediario de Holliday. As etapas O e © completam a reagao por urn 
processo semelhante as primeiras duas etapas. A sequencia original do 
sitio de recombinagao e regenerada depois de recombinar o DNA que 
flanqueia o sitio. Estas etapas ocorrem no interior de urn complexo de 
multiplas subunidades de recombinase que algumas vezes incluem ou- 
tras proteinas nao mostradas aqui. (b) Modelo de contorno de superficie 
de uma recombinase de quatro subunidades da classe das integrases 
chamado de recombinase Cre, ligada a urn intermediario de Holliday 
(mostrado com fitas em helice azul-claro e azul-escuro). A proteina foi 
tornada transparente de modo que o DNA ligado e visivel (derivado do 
PDB ID 3CRX). Outro grupo de recombinases, chamadas de familia resol- 
vase/invertase, usa urn residue de Ser como urn nucleofilo no sitio ativo. 


(o sitio de recombinagao). Uma on mais proteinas auxiliares 
podem regular 0 tempo ou 0 resultado da reagao. 

Ha duas classes gerais de sistemas de recombinagao 
sitio-especificos, que dependem ou de residuos Tyr ou de 
residuos Ser no sitio ativo. Estudos in vitro de muitos sis¬ 
temas de recombinagao sitio-especificos na classe tirosi- 
na elucidaram alguns principles gerais, incluindo a via de 
reagao fundamental (Figura 25-37a). Varias dessas enzi¬ 
mas foram cristalizadas, revelando detalhes estruturais da 
reagao. Uma recombinase separada reconhece e se liga a 
cada um dos dois sitios de recombinagao em duas molecu- 
las diferentes de DNA ou no interior do mesmo DNA. Uma 
fita de DNA de cada sitio e clivada em um ponto especifico 
no interior do sitio, e a recombinase se torna ligada cova- 
lentemente ao DNA no sitio de clivagem por meio de uma 
ligagao de fosfotirosina (etapa O). A ligagao proteina-DNA 
transitoria preserva a ligagao fosfodiester que e perdida na 
clivagem do DNA, de modo que cofatores de alta energia, 
como o ATP, sao desnecessarios nas etapas seguintes. As 
fitas de DNA clivadas sao religadas a novos parceiros para 
formar um intermediario de Holliday, com novas ligagoes 


fosfodiester criadas a custa da ligagao proteina-DNA (eta¬ 
pa @). Uma isomerizagao, entao, ocorre (etapa 0), e o 
processo e repetido em um segundo ponto no interior de 
cada um dos dois sitios de recombinagao (etapas O e 0). 
Nos sistemas que empregam um residue Ser de sitio ativo, 
ambas as fitas de cada sitio de recombinagao sao cortadas 
concomitantemente e religadas aos novos parceiros sem o 
intermediario de Holliday. Em ambos os tipos de sistemas, 
a troca e sempre reciproca e precisa, regenerando os sitios 
de recombinagao quando a reagao esta completa. E possivel 
ver uma recombinase como uma endonuclease e uma ligase 
sitio-especifica em um unico pacote. 

As sequencias dos sitios de recombinagao reconhecidas 
pelas recombinases sitio-especificas sao parcialmente assi- 
metricas (nao palindromicas), e os dois sitios de recombi¬ 
nagao se alinham na mesma diregao durante a reagao da 
recombinase. 0 resultado depende da orientagao e localiza- 
gao dos sitios de recombinagao (Figura 25-38). Se os dois 
sitios estiverem na mesma molecula de DNA, a reagao ou 
inverte ou exclui o DNA interveniente, determinada pelo 
fato de os sitios de recombinagao apresentarem diregao 
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Inversao 


Dele^ao e inser^ao 







FIGURA 25-38 Efeitos da recombina^ao sftio-espedfica. 0 resultado 
da recombinagao sitio-especifica depende da localizapao e orientapao dos 
sitios de recombinapao (vermelho e verde) em uma molecula de fita dupla 
de DNA. A orientapao aqui (mostrada pelas pontas das setas) se refere a or- 
dem dos nucleotideos no sitio de recombinapao, nao a direpao 5'^3'. (a) 


Sitios de recombinapao com orientapao oposta na mesma molecula de DNA. 
0 resultado e uma inversao. (b) Sitios de recombinapao com a mesma orien¬ 
tapao, tanto em uma molecula de DNA, produzindo uma delepao, quanto 
em duas moleculas de DNA, produzindo uma inserpao. 


oposta ou a mesma diregao, respectivamente. Se os sitios 
estao em DNAs diferentes, a recombinagao e intermolecu- 
lar; se um ou ambos os DNAs sao circulares, o resultado e 
uma insergao. Alguns sistemas de recombinases sao alta- 
mente especificos para um desses tipos de reagoes e agem 
apenas nos sitios com orientagoes especificas. 

A replicagao cromossomica completa pode necessitar 
da replicagao sitio-especifica. 0 reparo do DNA recombi- 
nante de um cromossomo bacteriano circular, embora es- 
sencial, algumas vezes gera subprodutos deleterios. A re- 
solugao de um intermediario de Holliday em uma forquilha 
de replicagao por uma nuclease tal como a RuvC, seguida 
pelo encerramento da replicagao, pode dar origem a um de 
dois produtos: os dois cromossomos monomericos normals 
ou um cromossomo dimerico contiguo (Figura 25-39). No 
ultimo caso, os cromossomos ligados covalentemente nao 
podem ser segregados para celulas-filhas na divisao celu- 
lar e as celulas divididas fleam “emperradas”. Um sistema 
de recombinagao sitio-especifico especializado em E. coli, 
o sistema XerCD, converte os cromossomos dimericos em 
cromossomos monomericos, de modo que a divisao celular 
prossiga. A reagao e uma delegao sitio-especifica (Figura 
25-38b). Esse e outro exemplo da coordenagao proxima en- 
tre os processos de recombinagao do DNA e outros aspec- 
tos do metabolismo do DNA. 


FIGURA 25-39 Delegao do DNA para desfazer um efeito deleterio do 
reparo de DNA por recombinagao. A resoluqao de um intermediario de 
Holliday durante o reparo de DNA por recombinapao (se cortado nos pon- 
tos indicados pelas setas vermelhas) pode gerar um cromossomo dimerico 
contiguo. Uma recombinase sitio-especifica especializada em E. coli, XerCD, 
converte o dimero em monomeros, permitindo o prosseguimento da segre- 
gapao de cromossomos e da divisao celular. 


Forquilha sofrendo 
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Elementos geneticos de transposi^ao se movem de urn 
local para outro 

Agora sera abordado o terceiro tipo geral de sistema de re- 
combinagao: a recombinagao que permite o movimento de 
elementos de transposigao on transposons. Esses elemen¬ 
tos do DNA, encontrados praticamente em todas as celulas, 
se movem on “pulam” de um local no cromosso- 

mo (o sitio doador) para outro no mesmo ou em um cromos- 
somo diferente (o sitio-alvo). Nao e necessaria uma sequen- 
cia de DNA homdloga para esse movimento, denominado 
transposigao; a nova localizagao e determinada mais ou 
menos aleatoriamente. A insergao de um transposon em um 
gene essencial poderia matar a celula, assim a transposigao 
e fortemente regulada e normalmente muito infrequente. Os 
transposons sao, talvez, o mais simples dos parasitas mo- 
leculares, adaptados para replicar passivamente dentro de 
cromossomos de celulas hospedeiras. Em alguns casos eles 
transportam genes uteis para a celula hospedeira e, portan- 
to, existem em um tipo de simbiose com o hospedeiro. 

As bacterias tern duas classes de transposons. As se- 
quencias de insergao (transposons simples) con- 


tem apenas as sequencias necessarias para a transposigao e 
os genes para as protemas (transposases) que promovem o 
processo. Os transposons complexos contem um ou mais 
genes alem daqueles necessaries para a transposigao. Esses 
genes extras podem, por exemplo, conferir resistencia a 
antibioticos e, portanto, aumentar as chances de sobrevi- 
vencia da celula hospedeira. A dispersao de elementos de 
resistencia a antibioticos entre populagoes bacterianas cau- 
sadoras de doengas, que esta levando alguns antibioticos a 
nao serem eficazes (p. 981), e mediada em parte, pela 
transposigao. ■ 

Os transposons bacterianos variam em estrutura, mas a 
maioria tern sequencias repetidas curtas em cada extremi- 
dade que funcionam como sitios de ligagao para a transpo- 
sase. Quando ocorre a transposigao, uma sequencia curta 
no sitio-alvo (5 a 10 pb) e duplicada para formar uma se¬ 
quencia repetitiva curta adicional que fica ao lado de cada 
extremidade do transposon inserido (Figura 25-40). Es¬ 
ses segmentos duplicados resultam do mecanismo de corte 
utilizado para inserir um transposon no DNA em uma nova 
localizagao. 

Ha duas vias gerais para a transposigao em bacterias. Na 
transposigao direta (ou simples) (Figura 25-41, esquer- 
da), cortes de cada lado do transposon, o removem, e ele, 
entao, se move para uma nova localizagao. Isso deixa uma 
quebra na fita dupla do DNA doador que deve ser reparada. 
No sitio-alvo, e feito um corte em degrau (como na Figura 
25-40), o transposon e inserido na quebra e a replicagao 
do DNA preenche os espagos para duplicar a sequencia do 
sitio-alvo. Na transposigao replicativa (Figura 25-41, direi- 
ta), o transposon inteiro e replicado, deixando uma copia 
para tras no local doador. Um cointegrado e um interme- 
diario nesse processo, consistindo em uma regiao doadora 
covalentemente ligada ao DNA no sitio-alvo. Duas copias 
completas do transposon estao presentes no cointegrado, 
ambas com a mesma orientagao em relagao ao DNA. Em 


Repetigoes 

terminals Transposase cria 

cortes em degrau 


Transposon no sitio-alvo 



0 transposon e inserido 
no sitio dos cortes 



1 


A replicagao preenche os intervalos, 
duplicando as sequencias 
flanqueando o transposon 



FIGURA 25-40 Duplicagao da sequencia de DNA em um sitio-alvo 
quando um transposon e inserido. As sequencias que sao duplicadas 
apos a insergao de transposon sao mostradas em vermelho. Essas sequen¬ 
cias tern geralmente apenas algumas poucas bases de comprimento, e as¬ 
sim seu tamanho em relagao aquele de um tipico transposon e muito exa- 
gerado nesse desenho. 


alguns transposons bem caracterizados, o cointegrado in- 
termediario e convertido em produtos pela recombinagao 
sitio-especifica, na qual recombinases especializadas pro¬ 
movem a reagao de delegao necessaria. 

Os eucariontes tambem tern transposons, estrutural- 
mente semelhantes aos transposons bacterianos, e alguns 
utilizam mecanismos de transposigao semelhantes. Em ou- 
tros casos, entretanto, o mecanismo de transposigao parece 
envolver um RNA intermediario. A evolugao desses trans¬ 
posons e interligada a evolugao de algumas classes de virus 
de RNA. Ambas sao descritas no proximo capitulo. 

Os genes de imunoglobulinas se reunem por 
recombina^o 

Alguns rearranjos de DNA sao uma parte programada do 
desenvoMmento em organismos eucariontes. Um exemplo 
importante e a geragao de genes completes de imunoglobu¬ 
linas a partir de segmentos de genes separados em geno- 
mas de vertebrados. Um humane (como outros mamiferos) 
e capaz de produzir milhoes de imunoglobulinas diferentes 
(anticorpos) com especificidades de ligagao distintas, em- 
bora o genoma humane contenha apenas —29.000 genes. 
A recombinagao permite que um organismo produza uma 
diversidade extraordinaria de anticorpos a partir de uma 
capacidade codificadora de DNA limitada. Estudos sobre o 
mecanismo de recombinagao revelam uma relagao proxima 
a transposigao do DNA e sugerem que esse sistema para 
geragao de diversidade de anticorpos pode ter evoluido a 
partir de uma invasao celular antiga de transposons. 
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E possivel utilizar os genes humanos que codificam 
protemas da classe da imunoglobulina G (IgG) para ilus- 
trar como a diversidade de anticorpos e gerada. As imu- 
noglobulinas consistem em duas cadeias polipeptidicas 
pesadas e em duas leves (ver Figura 5-21). Cada cadeia 
tern duas regioes, uma regiao variavel, com uma sequencia 
que varia muito de uma imunoglobulina para outra, e uma 
regiao praticamente constante dentro de uma classe de 


FIGURA 25-41 Duas vias gerais para transposi^ao: direta (simples) 
e replicativa. O 0 DNA e clivado primeiro de cada lado do transposon, 
nos sitios indicados pelas setas. 0 Os grupos 3' hidroxila liberados nas ex- 
tremidades do transposon atuam como nucleofilos em urn ataque direto 
sobre as ligapoes fosfodiester no DNA-alvo. As ligapoes fosfodiester alvo sao 
em degrau (nao diretamente em frente da outra) nas duas fitas de DNA. 0 
0 transposon e agora ligado ao DNA-alvo. Na transposipao direta (esquer- 
da), a replicapao preenche os intervalos em cada extremidade para com- 
pletar o processo. Na transposipao replicativa (direita), todo o transposon 
e replicado para criar urn intermediario cointegrado. O 0 cointegrado e 
frequentemente resolvido posteriormente, com o auxilio de urn sistema 
de recombinapao separado sitio-especifico. 0 DNA hospedeiro clivado dei- 
xado para tras apos a transposipao direta e recuperado pela ligapao das 
extremidades ou degradado (nao mostrado). 0 ultimo resultado pode ser 
letal para urn organismo. 


imunoglobulinas. Ha tambem duas familias diferentes de 
cadeias leves, kappa e lambda, que diferem um pouco nas 
sequencias de suas regioes constantes. Para os tres tipos 
de cadeias polipeptidicas (cadeia pesada e cadeias leves 
kappa e lambda), a diversidade nas regioes variaveis e ge¬ 
rada por um mecanismo semelhante. Os genes para esses 
polipeptideos sao divididos em segmentos, e o genoma 
contem grupos com multiplas versoes de cada segmento. 
A uniao de uma versao de cada segmento de gene cria um 
gene complete. 

A Figura 25-42 retrata a organizagao do DNA que 
codifica as cadeias leves kappa da IgG humana e mostra 
como uma cadeia leve kappa madura e produzida. Em 
celulas indiferenciadas, a informagao codificadora des- 
sa cadeia polipeptidica e separada em tres segmentos. 0 
segmento V (variavel) codifica os primeiros 95 residues 
de aminoacidos da regiao variavel, o segmento J (ligagao) 
codifica os 12 residues restantes da regiao variavel e o seg¬ 
mento C codifica a regiao constante. 0 genoma contem 
~ 300 segmentos V diferentes, 4 segmentos J diferentes 
e 1 segmento C. 

A medida que uma celula-tronco na medula ossea se di- 
ferencia para formar um linfocito B maduro, um segmento 
V e um segmento J sao reunidos por um sistema de recom- 
binagao especializado (Figura 25-42). Durante essa delegao 
programada do DNA, o DNA interveniente e descartado. Ha 
cerca de 300 X 4 = 1.200 possiveis combinagoes V-J. 0 
processo de recombinagao nao e tao preciso como a recom- 
binagao sitio-especifica descrita anteriormente, de modo 
que variagoes adicionais ocorrem na sequencia na jungao 
V-J. Isso aumenta a variagao total em cerca de pelo menos 
2,5 vezes, de modo que as celulas podem gerar em torno de 
2,5 X 1.200 = 3.000 combinagoes V-J diferentes. A jungao 
final da combinagao V-J a regiao C e realizada por uma rea- 
gao de R^k-splicing apos a transcrigao, processo descrito 
no Capitulo 26. 

0 mecanismo de recombinagao para jungao dos segmen¬ 
tos V e J e ilustrado na Figura 25-43. Um pouco alem de 
cada segmento V e imediatamente antes de cada segmento 
J se situam as sequencias de sinalizagao de recombinagao 
(RSS). Estas sao ligadas por proteinas denominadas RAGl 
e RAG2 (produtos do gene ativador de recombinagao, re¬ 
combination activating pene). As proteinas RAG catalisam 
a formagao de uma quebra da fita dupla entre as sequencias 
de sinalizagao e os segmentos V (ou J) a serem unidos. Os 
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FIGURA 25-42 Recombinagao dos segmentos V e J do gene da cadeia 
leve kapa da IgG Humana. Este processo e desenhado para gerar diver- 
sidade de anticorpos. No topo e mostrada a disposipao das sequencias co- 
dificadoras de IgG em uma celula-tronco da medula ossea. A recombinapao 
deleta o DNA entre urn segmento V especifico e urn segmento J. Apos a 
transcripao o transcrito e processado pelo splicing de RNA, como descrito no 
Capitulo 26; a tradupao produz o polipeptideo de cadeia leve. A cadeia leve 
pode se combinar com qualquer uma das 5.000 cadeias pesadas possiveis 
para produzir a molecula de anticorpo. 
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segmentos VeJ sao entao reunidos com o auxilio de um 
segundo complexo de protemas. 

Os genes para as cadeias pesadas e as cadeias leves lam¬ 
bda se formam um processo semelhante. As cadeias pesadas 
possuem mais segmentos de genes que as cadeias leves, com 
mais de 5.000 combinagoes possiveis. Como qualquer cadeia 
pesada pode se combinar com qualquer cadeia leve para ge¬ 
rar uma imunoglobulina, cada ser humano tern, pelo menos, 
3.000 X 5.000 = 1,5 X 10^ IgGs possiveis. Diversidade adi- 
cional e gerada por altas taxas de mutagao (de mecanismo 
desconhecido) nas sequencias V durante a diferenciagao do 
linfocito B. Cada linfocito B maduro produz apenas um tipo 
de anticorpo, mas a gama de anticorpos produzidos pelos lin- 
focitos B de um individuo e claramente enorme. 

Tera o sistema imune evoluido em parte de transpo- 
sons antigos? 0 mecanismo de geragao de quebras de fita 
dupla por RAGl e RAG2 de fato espelha varias etapas de 
reagao na transposigao (Figura 25-43). Alem disso, o DNA 
excluido, com seu RSS terminal, tern uma estrutura de se- 
quencia encontrada na maioria dos transposons. Em tes¬ 
tes em tubes de ensaio, RAGl e RAG2 podem se associar 
a esse DNA excluido e inseri-lo, de mode semelhante a um 


transposon, em outras moleculas de DNA (provavelmente 
uma reagao rara em linfocitos B). Embora nao se saiba com 
certeza, as propriedades do sistema de rearranjo de genes 
de imunoglobulina sugere uma origem intrigante, na qual 
a distingao entre o hospedeiro e o parasita tornou-se turva 
pela evolugao. 

RESUMO 25.3 Recombina^ao do DNA 

► As sequencias de DNA sao rearranjadas em reagoes de 
recombinagao, geralmente em processes fortemente co- 
ordenados com a replicagao ou reparo do DNA. 

► A recombinagao genetica homologa pode acontecer 
entre duas moleculas de DNA quaisquer que partilhem 
uma sequencia homologa. Em bacterias, a recombinagao 
funciona principalmente como um processo de reparo do 
DNA, centrado em reativar forquilhas de replicagao pa- 
radas ou fechadas, ou no reparo geral de quebras da fita 
dupla. Em eucariontes, a recombinagao e essencial para 
assegurar a segregagao cromossomica precisa durante 
a primeira divisao celular meiotica. Ela tambem ajuda a 
criar a diversidade genetica nos gametas resultantes. 
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FIGURA 25-43 Mecanismo de rearranjo do gene da imunoglobu- 
Mna. As proteinas RAGl e RAG2 se ligam as sequencias de sinalizaqao de 
recombinaqao (RSS) e clivam uma fita de DNA entre os segmentos RSS e V 
(ou J) a serem ligados. A 3'-hidroxila liberada atua entao como nucleofilo, 
atacando uma ligagao fosfodiester na outra fita para criar uma quebra de fita 
dupla. 0 grampo resultante se curva, os segmentos V e J sao clivados e as 
extremidades sao covalentemente ligadas por urn complexo de proteinas 
especializadas para o reparo de ligagao de extremidades de quebras de fita 
dupla. As etapas na geragao da quebra de fita dupla catalisadas pelo RAGl e 
RAG2 sao quimicamente relacionadas a etapas nas reagoes de transposigao. 


► A recombinagao sitio-especifica ocorre apenas nas se- 
quencias-alvo especificas, e esse processo tambem pode 
envolver um intermediario de Holliday. As recombinases 
clivam o DNA em pontos especificos e ligam as fitas a 
novos parceiros. Esse tipo de recombinagao e encon- 
trado em praticamente todas as celulas, e suas muitas 
fungoes incluem a integragao do DNA e a regulagao da 
expressao genica. 

► Em praticamente todas as celulas, os transposons utilizam 
a recombinagao para se mover dentro ou entre os cromos- 
somos. Em vertebrados, uma reagao de recombinagao 
programada relacionada a transposigao une segmentos de 
genes de imunoglobulinas para formar genes de imuno- 
globulinas durante a diferenciagao do linfocito B. 


Termos-chave 

Termos em negrito sao definidos no glossdrio. 


molde toil 

replicagao semiconservativa 

toil 

forquilha de replicagao 


1012 

origem 1012 
fragmentos de 
Okazaki 1012 


fitalider 1012 
fita retardada 1013 
nucleases 1013 
exonucleases 1013 
endonucleases 1013 
DNA-polimerase 11013 
iniciador {primer) 1014 
terminal do 
iniciador 1014 
processividade 1014 
revisao 1015 
DNA-polimerase III 1016 
replissomo 1017 
helicases 1017 
topoisomerases 1017 
primases 1018 
DNA-ligases 1018 
elemento de desenrolamento 
do DNA (DUE) 1019 
AAA+ ATPases 1019 
primossomo 1021 
catenano 1024 
complexo pre-replicativo 
(pre-RC) 1025 
licenciamento 1025 
proteina de manutengao 
de minicromossomos 
(MCM) 1025 
ORC (complexo de 
reconhecimento de 
origem) 1025 


DNA-polimerase a 1026 
DNA-polimerase 6 1026 

DNA-polimerase s 1026 
mutagao 1027 
reparo de excisao de 
base 1030 

DNA-glicosilases 1030 
sitioAP 1030 
AP endonucleases 1031 
DNA-fotoliases 1032 
sintese de DNA translesao 
propensa a erro 1034 
resposta SOS 1035 
recombinagao genetica 
homologa 1038 
recombinagao 
sitio-especifica 1038 
transposigao de DNA 1038 
reparo do DNA 
recombinante 1039 
migragao do ramo 1040 
intermediario de 
Holliday 1040 
meiose 1041 

modelo de reparo da quebra 
da fita dupla 1046 

transposon 1049 
transposigao 1049 
sequencia de 
insergao 1049 
cointegrado 1049 
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Problemas 

1. Conclusoes a partir do experimento de Meselson- 
-Stahl. 0 experimento de Meselson-Stahl (ver Figura 25-2) 
provou que o DNA sofre replicagao semiconservativa em E. 
coli. No modelo “dispersivo” da replicagao do DNA, as fitas 
parentais de DNA sao clivadas em partes de tamanhos alea- 
torios, sendo entao ligadas a pegas do DNA recem-replicado 
para formar fitas duplex filhas. Explique como os resulta- 
dos do experimento de Meselson e Stahl descartaram esse 
modelo. 

2. Analise de isotopos pesados na replicagao do DNA. 

Uma cultura de E. coli crescendo em um meio contendo 
^^NH 4 C 1 e trocada para um meio contendo ^^NH 4 C 1 por tres ge- 
ragoes (aumento de oito vezes na populagao). Qual e a razao 
molar entre o DNA hlbrido ('^'N-^N) e o DNA leve (‘"N-^N) 
nesse ponto? 

3. Replicagao do cromossomo de E, coli, 0 cromossomo 
deE. coli contem 4.639.221 pb. 

(a) Como as muitas voltas da dupla-helice devem ser de- 
senroladas durante a replicagao do cromossomo de E. colil 

(b) A partir dos dados deste capitulo, quanto tempo levaria 
para replicar o cromossomo de E. coli a 37°C se duas forqui- 
Ihas de replicagao prosseguissem a partir da origem? Assuma 
que a replicagao ocorre a uma taxa de 1.000 pb/s. Sob algumas 
condigoes, as celulas de E.coli podem se dividir a cada 20 min. 
Como isso seria possivel? 

(c) Na replicagao do cromossomo de E. coli, cerca de 
quantos fragmentos de Okazaki poderiam ser formados? Que 
fatores garantem que os numerosos fragmentos de Okazaki sao 
reunidos na ordem correta no novo DNA? 

4. Composigao de bases dos DNAs feitos a partir de 
moldes de fitas simples. Preveja a composigao de bases do 
DNA total sintetizado por DNA-polimerase nos moldes forneci- 
dos por uma mistura equimolar de duas fitas complementares 
do DNA do bacteriofago (/)X174 (molecula de DNA circular). 
A composigao de bases de uma fita e A, 24,7%; G, 24,1%; C, 
18,5%; e T, 32,7%. Que pressuposto e necessario para respon¬ 
der esse problema? 

5. Replicagao do DNA. Kornberg e colaboradores incu- 
baram extratos soluveis de E. coli com uma mistura de dATP, 
dTTP, dGTP e dCTP, todos marcados com ^^P no grupo fosfato 
a. Apos um penodo de tempo, a mistura da incubagao foi tra- 
tada com acido tricloroacetico, que precipita o DNA, mas nao 
os precursores de nucleotideos. 0 precipitado foi recolhido e o 
grau de incorporagao dos precursores no DNA foi determinado a 
partir da quantidade de radioatividade presente no precipitado. 

(a) Se qualquer um dos quatro precursores de nucleoti¬ 
deos fosse omitido da mistura de incubagao, a radioatividade 
poderia ser encontrada no precipitado? Explique. 
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(b) Poderia o ser incorporado no DNA se apenas o dTTP fosse 
marcado? Explique. 

(c) A radioatividade poderia ser encontrada no precipitado 
se ^^P marcasse o fosfato j 8 on o 7 em vez do fosfato a dos de- 
soxirribonucleotideos? Explique. 

6. A qmmica da replica^ao do DNA. Todas as DNA-poli- 
merases sintetizam fitas novas de DNA na diregao 5'^3'. Em 
alguns aspectos, a replicagao das fitas antiparalelas de DNA du- 
plo poderia seria mais simples se houvesse tambem um segun- 
do tipo de polimerase, um que sintetizasse 0 DNA na diregao 
3'^5'. Os dois tipos de polimerases poderiam, em principio, co- 
ordenar a sintese do DNA sem os mecanismos complicados ne- 
cessarios para a replicagao da fita retardada. Entretanto, nao foi 
descoberta tal enzima de sintese na diregao 3'^5'. Sugira dois 
mecanismos possiveis para a sintese do DNA na diregao 3'^5'. 
0 pirofosfato deveria ser um produto de ambas as reagoes pro- 
postas. Um ou ambos os mecanismos podem ser apoiados em 
uma celula? Sim ou nao? Por que? (Dica: sugira a utilizagao de 
precursores do DNA ausentes nas celulas existentes). 

7. Atividades das DNA-polimerases. Voce esta caracteri- 
zando uma nova DNA-polimerase. Quando a enzima e incubada 
com DNA marcado com [^^P] e sem dNTPs, voce pode observar 
a liberagao de [^^P]dNMP. Essa liberagao e impedida pela adigao 
de dNTPs nao marcados. Explique as reagoes que provavelmen- 
te mais contribuem para essas observagoes. 0 que voce espera- 
ria observar se voce adicionasse pirofosfato em vez de dNTPs? 

8. Fitas lider e retardada. Prepare uma tabela que liste os 
nomes e compare as fungoes dos precursores, enzimas e outras 
proteinas necessarias para construir a fita lider versus a fita 
retardada durante a replicagao do DNA emE'. coli. 

9. Fungao da DNA-ligase. Alguns mutantes de E. coli con- 
tem DNA-ligase defeituosa. Quando esses mutantes sao expostos 
a timina marcada com e 0 DNA produzido e sedimentado em 
um gradiente de densidade de sacarose alcalina, duas bandas ra- 
dioativas aparecem. Uma corresponde a fragao de alto peso mo¬ 
lecular, a outra a fragao de baixo peso molecular. Explique. 

10. Fidelidade da replicagao do DNA. Que fatores pro- 
movem a fidelidade da replicagao durante a sintese da fita lider 
do DNA? Voce esperaria que a fita retardada fosse feita com a 
mesma fidelidade? Explique suas respostas. 

11. Importancia das DNA-topoisomerases na replica¬ 
gao do DNA. 0 DNA desenrolando, como ocorre na replica¬ 
gao, afeta a densidade super-helicoidal do DNA. Na ausencia 
de topoisomerases, o DNA se tornaria superenrolado a frente 
da forquilha de replicagao, do mesmo modo que atras dela esta 
o DNA desenrolado. Uma forquilha de replicagao bacteriana ira 
parar quando a densidade super-helicoidal (cr) do DNA a frente 
da forquilha atinge +0,14 (ver Capitulo 24). 

A replicagao bidirecional se inicia na origem de um plasmideo 
de 6.000 pb, in vitro, na ausencia de topoisomerases. 0 plas¬ 
mideo inicialmente tern um a de -0,06. Quantos pares de bases 
serao desenrolados e replicados por cada forquilha de replicagao 
antes que a forquilha pare? Assuma que ambas as forquilhas via- 
jam na mesma velocidade e que cada uma inclui todos os compo- 
nentes necessarios para 0 alongamento, exceto a topoisomerase. 

12. O teste de Ames. Em um meio nutriente sem histidina, 
uma fina camada de agar contendo —10^ celulas de Salmonella 
typhimurium auxotrofas para histidina (celulas mutantes que 
requerem histidina para sobreviver) produz ~13 colonias em 
um periodo de dois dias de incubagao a 37°C (ver Figura 25- 


20). Como essas colonias surgem na ausencia de histidina? 0 
experimento e repetido na presenga de 0,4 jag de 2-aminoan- 
traceno. 0 numero de colonias produzidas em dois dias excede 
10 . 000 . 0 que isso indica a respeito do 2 -aminoantraceno? 0 
que voce pode prever a respeito de sua carcinogenicidade? 

13. Mecanismos de reparo do DNA. As celulas de ver- 
tebrados e de vegetais frequentemente metilam a citosina no 
DNA para formar 5-metilcitosina (ver Figura 8-5a). Nessas 
mesmas celulas, um sistema de reparo especializado reconhe- 
ce malpareamentos G-T e os repara para pares de bases G=C. 
Como esse sistema de reparo pode ser vantajoso para a celula? 
(Explique em termos da presenga de 5-metilcitosina no DNA.) 

^ 1 14. Reparo do DNA em pessoas com xeroderma 
^ pigmentoso. A condigao conhecida como xeroderma 
pigmentoso (XP) surge a partir de mutagoes em, pelo menos, 
sete genes humanos diferentes (ver Quadro 25-1). As deficien- 
cias sao, geraknente, em genes que codificam enzimas envoM- 
das em alguma parte da via de reparo de excisao de nucleoti- 
deos em humanos. Os varios tipos de XP sao denominados de A 
ate G (XPA, XPB, etc.), com algumas poucas variantes adicio- 
nais conhecidas sob a denominagao de XP-V. 

Culturas de fibroblastos de individuos saudaveis e de pa- 
cientes com XPG sao irradiadas com luz ultravioleta. 0 DNA e 
isolado e desnaturado, e as fitas simples de DNA assim obtidas 
sao caracterizadas por ultracentrifugagao analitica. 

(a) Amostras de fibroblastos normals mostram uma redu- 
gao significativa no peso molecular medio das fitas simples de 
DNA apos a irradiagao, mas as amostras de fibroblastos XPG 
nao mostram tal redugao. Como isso pode ocorrer? 

(b) Se voce considerar que 0 sistema de reparo de excisao 
de nucleotideos esta operante nos fibroblastos, qual etapa pode- 
ra estar defeituosa nas celulas de pacientes com XPG? Explique. 

15. Intermediaries de Holliday. Como a formagao de in- 
termediarios de Holliday na recombinagao genetica homologa 
difere de sua formagao na recombinagao sitio-especifica? 

16. Clivagem dos intermediaries de Holliday. Um inter- 
mediario de Holliday e formado entre dois cromossomos homo¬ 
logos, em um ponto entre os genes A e B, como mostrado a se- 
guir. Os cromossomos tern alelos diferentes dos dois genes (A 
e a, B e by Onde os intermediarios de Holliday poderiam ser 
clivados (pontos X e/ou Y) para gerar um cromossomo que po¬ 
deria transportar (a) um genotipo Ab ou (b) um genotipo ab? 

X 


k \ b 



X 


17. Uma conexao entre replicagao e recombinagao 
sitio-especifica. A maioria das linhagens selvagens de Sac- 
charomyces cerevisiae tern multiplas copias do plasmideo 
circular 2 ja (assim denominado em razao do seu contorno de 
cerca de 2 jam), o qual tern aproximadamente 6.300 pb de 
DNA. Para a sua replicagao, o plasmideo utiliza o sistema de 
replicagao do hospedeiro, sob o mesmo controle estrito usado 
para os cromossomos celulares do hospedeiro, replicando ape¬ 
nas uma vez a cada ciclo celular. A replicagao do plasmideo e 
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bidirecional, com ambas as forquilhas de replicagao iniciando 
em uma unica origem bem definida. Entretanto, um ciclo de re¬ 
plicagao do plasmideo 2ja pode resultar em mais de duas copias 
do plasmideo, permitindo a amplificagao do seu numero de co¬ 
pias (numero de copias de plasmideos por celula) sempre que 
a segregagao do plasmideo durante a divisao celular deixa uma 
celula-filha com menos plasmideos do que o complemento nor¬ 
mal de copias do mesmo. A amplificagao precisa de um sistema 
de recombinagao sitio-especifico codificado pelo plasmideo, o 
qual serve para inverter uma parte do plasmideo em relagao a 
outra. Explique como um evento de inversao sitio-especifica 
pode resultar na amplificagao do numero de copias do plasmi¬ 
deo. (Dica: considere a situagao quando as forquilhas de repli¬ 
cagao duplicaram um sitio de recombinagao, mas nao o outro.) 


Problema de analise de dados 

18. Mutagenese em Escherichia colL Muitos compostos 
mutagenicos atuam por meio da alquilagao de bases no DNA. 0 
agente alquilante R7000 (7-met6xi-2-nitronafto[2,l-b]furano) 
e um agente mutagenico extremamente potente. 



In vivo, o R7000 e ativado pela enzima nitrorredutase, e essa 
forma mais reativa se liga covalentemente ao DNA - principal- 
mente, mas nao exclusivamente, a pares de bases G=C. 

Em um estudo de 1996, Quillardet, Touati e Hofnung in- 
vestigaram os mecanismos pelos quais o R7000 causa muta- 
goes em E. coli. Eles compararam a atividade genotoxica do 
R7000 em duas linhagens de E. coli: o tipo selvagem (Uvr^) e 
os mutantes sem atividade uvrA (Uvr“; ver Tabela 25-6). Eles 
primeiramente mediram as taxas de mutagenese. A rifampici- 
na e um inibidor da RNA-polimerase (ver Capitulo 26). Na sua 
presenga, as celulas nao crescem, a nao ser que ocorram algu- 
mas mutagoes no gene que codifica a RNA-polimerase. 0 apa- 
recimento de colonias resistentes a rifampicina fornece, assim, 
uma medida util das taxas de mutagenese. 

Os efeitos de concentragoes diferentes de R7000 foram de- 
terminados, com os resultados mostrados no grafico a seguir. 



(a) Por que alguns mutantes sao produzidos mesmo quan¬ 
do nao ha R7000 presente? 


Quillardet e colaboradores tambem mediram a taxa de so- 
brevivencia de bacterias tratadas com diferentes concentra¬ 
goes de R7000 obtendo os resultados a seguir. 



R7000 (iJig/mL) 

(b) Explique como o tratamento com R7000 e letal para as 
celulas. 

(c) Explique as diferengas nas curvas de mutagenese e nas 
curvas de sobrevivencia para os dois tipos de bacterias, Uvr^ e 
Uvr“, como mostrado nos graficos. 

Os pesquisadores entao mediram a quantidade de R7000 
covalentemente ligada ao DNA em E. coli Uvr^ e Uvr~. Eles 
incubaram as bacterias com [^H]R7000 por 10 ou 70 minutos, 
extrairam o DNA e mediram seu conteudo de em contagens 
por minuto (cpm) por jag de DNA. 

no DNA (cpm/^ag) 

Tempo (minutos) Uvr^ Uvr~ 

10 76 159 

70 69 228 

(d) Explique por que a quantidade de diminui com o tem¬ 
po na linhagem Uvr^ e aumenta com o tempo na linhagem Uvr~. 

Quillardet e colaboradores entao examinaram as mudangas 
nas sequencias de DNA especificas causadas pelo R7000 nas 
bacterias Uvr^ e Uvr~. Para tanto, eles utilizaram seis linhagens 
diferentes de E. coli, cada uma com uma mutagao pontual dife- 
rente no gene lacZ, o qual codifica a p galactosidase (essa en¬ 
zima catalisa a mesma reagao que a lactase; ver Figura 14-11). 
As celulas com qualquer uma dessas mutagoes tern uma p galac- 
tosidade nao funcional e sao incapazes de metabolizar a lactose 
(i.e., um fenotipo Lac"). Cada tipo de mutagao pontual precisou 
de uma mutagao reversa especifica para restaurar a fungao do 
gene lacZ e o fenotipo Lac^. Cultivando celulas em um meio de 
cultura contendo lactose como unica fonte de carbono, foi pos- 
sivel selecionar aquelas com mutagao reversa, ou seja, celulas 
Lac^. Pela contagem do numero de celulas Lac^ apos a mutage¬ 
nese de uma determinada linhagem, os pesquisadores puderam 
medir as frequences de cada tipo de mutagao. 

Primeiro, eles observaram o espectro de mutagoes nas ce¬ 
lulas Uvr~ . A tabela a seguir mostra os resultados para as seis 
linhagens, CClOl a CC106 (com a mutagao pontual necessaria 
para produzir celulas Lac^ indicada entre parenteses). 


Numero de celulas Lac^ (media ± D.P.) 


R7000 

(/ng/mL) 

CC101 

(A=T 

para 

C^) 

CC102 

(G^ 

para 

A=T) 

CC103 

(G^ 

para 

C^) 

CC104 

(G^ 

para 

T=A) 

coos 

(A=T 

para 

T=A) 

CC106 

(A=T 

para 

G^C) 

0 

6±3 

11 ± 9 

2 ± 1 

5 ± 3 

2 ± 1 

1 ± 1 

0,075 

24 ± 19 

34 ±3 

8 ± 4 

82 ± 23 

40 ± 14 

4 ± 2 

0,15 

24 ± 4 

26 ±2 

9 ± 5 

180 ± 71 

130 ± 50 

3 ± 2 
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(e) Que tipos de mutagoes mostram aumentos significati- 
vos acima da taxa basal de mutagao em fungao do tratamento 
com R7000? De uma explicagao plausivel para o fato de algu- 
mas apresentarem frequencia maior do que outras. 

(f) Todas as mutagoes que voce listou em (e) poderiam ser 
explicadas como resultado de uma ligagao covalente do R7000 
a um par de bases G=C? Explique seu raciocmio. 

(g) A Figura 25-27b mostra como a metilagao de residues 
de guanina pode resultar em uma mutagao de G=C para A=T. 
Utilizando uma via semelhante, mostre como um aduto G- 
R7000 pode resultar nas mutagoes do tipo G=C para A=T 
ou T=A mostrado acima. Que bases pareiam com o aduto G- 
R7000? 

Os resultados para a bacteria Uvr^ sao mostrados na tabela 
a seguir: 


Numero de celulas Lac^ (media ± D.P.) 


R7000 

((w,g/mL) 

CC101 

(A=T 

para 

C^G) 

CC102 

(G=C 

para 

A=T) 

CC103 

(G^C 

para 

C^) 

CC104 

(G^ 

para 

T=A) 

CC105 

(A=T 

para 

T=A) 

CC106 

(A=T 

para 

G^C) 

0 

2 ± 2 

10 ± 9 

3±3 

4 ± 2 

6 ± 1 

0,5 ± 1 

1 

7 ± 6 

21 ± 9 

8±3 

23 ± 15 

13 ± 1 

1 ± 1 

5 

4 ± 3 

15 ± 7 

22 ± 2 

68 ± 25 

67 ± 14 

1 ± 1 


(h) Esses resultados mostram que todos os tipos de muta¬ 
goes sao reparados com igual fidelidade? De uma explicagao 
plausivel para a sua resposta. 
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Metabolismo de RNA 


26.1 Smtese de RNA dependente de DNA 1058 

26.2 ProcessamentodeRNA 1069 

26.3 Smtese de RNA e DNA dependente de RNA 1085 

A expressao da informagao em um gene geralmente 
envolve a produgao de uma molecula de RNA trans- 
crita a partir de um molde de DNA. A primeira vista, 
fitas de RNA e DNA podem ser muito semelhantes, diferin- 
do apenas pelo fate do RNA ter um grupo hidroxila na po- 
sigao 2' da aldopentose e uracila em vez de timina. No en- 
tanto, ao contrario do DNA, a maioria dos RNA desempenha 
suas fungoes como fitas simples, que se dobram sobre si 
mesmas e tern o potencial para uma diversidade estrutural 
muito maior do que o DNA (Capitulo 8). 0 RNA e, portanto, 
adequado para uma variedade de fungoes celulares. 

0 RNA e a unica macromolecula conhecida que tern 
um papel tanto no armazenamento da informagao quanto 
na catalise, o que levou a muita especulagao a respeito do 
seu possivel papel como intermediario quimico no desen- 
voMmento da vida neste planeta. A descoberta de RNAs 
catalisadores, ou ribozimas, alterou a propria definigao de 
uma enzima, estendendo-a alem do dominio das proteinas. 

As proteinas, no entanto, permanecem essenciais para 
o RNA e suas fungoes. Na celula moderna, todos os acidos 
nucleicos, incluindo os RNAs, sao complexados com protei¬ 
nas. Alguns desses complexes sao bastante elaborados, e o 
RNA pode assumir tanto papeis estruturais quanto cataliti- 
cos no interior de maquinas bioquimicas complicadas. 

Todas as moleculas de RNA, exceto os genomas de RNA 
de certos virus, sao derivadas de informagao permanente- 
mente armazenada no DNA. Durante a transcrigao, um 
sistema de enzimas converte a informagao genetica de um 
segmento de fita dupla de DNA em um filamento de RNA 
com uma sequencia de bases complementar a uma das fi¬ 
tas de DNA. Tres tipos principals de RNA sao produzidos. 
Os RNAs mensageiros (mRNA) codificam a sequencia 
de aminoacidos de um ou mais polipeptideos especificados 
por um gene ou conjunto de genes. Os RNAs transporta- 
dores (tRNA) leem a informagao codificada no mRNA e 
transferem o aminoacido adequado para uma cadeia poli- 
peptidica em crescimento durante a sintese de proteinas. 


Os RNAs ribossomais (rRNA) sao constituintes dos ri- 
bossomos, as maquinas celulares intrincadas que sintetizam 
proteinas. Muitos RNAs adicionais especializados tern fun¬ 
goes regulatorias ou cataliticas ou sao precursores das tres 
classes principals de RNA. Esses RNAs de fungao especial 
nao sao mais considerados como especies secundarias no 
catalogo de RNAs celulares. Nos vertebrados, os RNAs que 
nao se encaixam em uma das categorias classicas (mRNA, 
tRNA, rRNA) parecem exceder enormemente aqueles que 
o fazem. 

Durante a replicagao, o cromossomo inteiro e em geral 
copiado, mas a transcrigao e mais seletiva. Apenas genes 
ou grupos de genes particulares sao transcritos a qualquer 
momento, e algumas porgoes do genoma de DNA nunca sao 
transcritas. A celula restringe a expressao da informagao 
genetica a formagao dos produtos genicos necessarios em 
qualquer momento particular. Sequencias regulatorias es- 
pecificas marcam o inicio e o final dos segmentos de DNA 
a serem transcritos e designam qual fita no duplex de DNA 
sera usada como molde. 0 proprio transcrito pode intera- 
gir com outras moleculas de RNA como parte do programa 
regulatorio geral. A regulagao da transcrigao e descrita em 
detalhe no Capitulo 28. 

A soma de todas as moleculas de RNA produzidas em 
uma celula sob um determinado conjunto de condigoes e 
chamado de transcriptoma celular. Dada a fragao relati- 
vamente pequena do genoma humano destinada a genes 
codificadores de proteinas, seria esperado que apenas uma 
pequena parte do genoma humano fosse transcrita. Nao e 
o caso. A moderna analise de microarranjo dos padroes de 
transcrigao revelou que a maior parte do genoma de huma- 
nos e de outros mamiferos e transcrita em RNA. Os pro¬ 
dutos nao sao predominantemente mRNA, tRNA ou rRNA, 
mas sim RNAs de fungao especial, dos quais uma serie esta 
sendo descoberta. Muitos deles parecem estar envolvidos 
na regulagao da expressao genica; entretanto, o ritmo rapi- 
do de descoberta nos forgou a reconhecer que nao se sabe 
o que muitos desses RNAs fazem. 

Nesse capitulo, examina-se a sintese de RNA a partir de 
um molde de DNA e o processamento pos-sintese e reposi- 
gao de moleculas de RNA. Ao faze-lo, sao abordadas muitas 
das fungoes especializadas do RNA, incluindo fungoes ca- 
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talisadoras. De maneira interessante, os substrates para as 
enzimas de RNA sao frequentemente outras moleculas de 
RNA. Tambem descrevem-se sistemas em que o RNA e o 
molde e o DNA o produto, em vez do contrario. Portanto, as 
vias de informagao sao um circulo complete e revelam que 
a smtese de acidos nucleicos dependente de molde apre- 
senta regras padrao, independente da natureza do molde 
ou produto (RNA ou DNA). Esse exame da interconversao 
biologica de DNA e RNA como transportadores de informa- 
gao leva a uma discussao a respeito da origem evolutiva da 
informagao biologica. 

26.1 Smtese de RNA dependente de DNA 

A discussao da smtese de RNA comega com uma compa- 
ragao entre a transcrigao e a replicagao do DNA (Capitulo 
25). A transcrigao se parece com a replicagao no sen meca- 
nismo quimico fundamental, na sua polaridade (diregao da 
smtese) e no sen uso de um molde. E, como a replicagao, 
a transcrigao tern fases de iniciagao, alongamento e termi- 
nagao - embora na literatura sobre transcrigao, a iniciagao 
e adicionalmente dividida em fases discretas de ligagao de 
DNA e iniciagao da smtese de RNA. A transcrigao difere da 
replicagao porque ela nao requer um iniciador e, geralmen- 


te, envolve apenas segmentos limitados de uma molecula 
de DNA. Alem disso, no interior dos segmentos transcritos, 
apenas uma fita de DNA serve de molde para uma molecula 
de RNA em particular. 

0 RNA e sintetizado pelas RNA-polimerases 

A descoberta da DNA-polimerase e sua dependencia de 
um molde de DNA estimulou uma busca por uma enzima 
que sintetize RNA complementar a um filamento de DNA. 
Em 1960, quatro grupos de pesquisa detectaram indepen- 
dentemente uma enzima em extratos celulares que podia 
formar um polimero de RNA a partir de ribonucleosideos 
5'-trifosfatos. Trabalhos posteriores em RNA-polimerase 
purificada de Escherichia coli ajudaram a definir as pro- 
priedades fundamentais da transcrigao (Figura 26-1). A 
RNA-polimerase dependente de DNA precisa, alem 
de um molde DNA, de todos os quatro ribonucleosideos 
5'-trifosfatos (ATP, GTP, DTP e CTP) como precursores 
das unidades de nucleotideos de RNA, bem como de Mg^^. 
A protema tambem liga um Zn^^. A quimica e o mecanismo 
de smtese de RNA se assemelham fortemente aqueles usa- 
dos pelas DNA-polimerases (ver Figura 25-5a). A RNA-po¬ 
limerase alonga uma fita de RNA ao adicionar unidades de 
ribonucleotideos a extremidade hidroxila 3', construindo 


(a) 



(b) 


Duplex de 
DNA 



Diregao da transcrigao 
Fita de DNA 

Molde Nao molde 



MECANISMO - FIGURA 26-1 Transcrigao pela RNA-polimerase em E 
coli, Para a sintese de uma fita de RNA complementar a uma das duas fitas 
de DNA em uma dupla-helice, o DNA e transitoriamente desenrolado. (a) 
Mecanismo catalitico da sintese de RNA pela RNA-polimerase. Observe que 
este e essencialmente o mesmo mecanismo usado pelas DNA-polimerases 
(ver Figura 25-5a). A reapao envolve dois ions Mg^^, coordenados para os 
grupos fosfato dos nucleosideos trifosfatos (NTP) que chegam e para tres 
residues Asp, que sao altamente conservados nas RNA-polimerases de todas 
as especies. Um ion Mg^^facilita o ataque pelo grupo hidroxila 3' no fosfato 
a do NTP; o outro ion Mg^^ facilita o deslocamento do pirofosfato e ambos 
ions metalicos estabilizam o estado de transipao pentacovalente. 

(b) Cerca de 17 pb de DNA sao desenrolados a cada momento. A RNA- 
-polimerase e a bolha de transcripao se movem da esquerda para a direita 


ao longo do DNA, como mostrado, facilitando a sintese de RNA. 0 DNA e 
desenrolado a frente e enrolado novamente anteriormente a medida que 
o RNA e transcrito. A medida que o DNA e enrolado novamente, o hibrido 
RNA-DNA e deslocado e a fita de RNA e expulsa. 

(c) 0 movimento de uma RNA-polimerase ao longo do DNA tende a 
criar superespirais positivas (DNA superespiralizado) a frente da bolha de 
transcripao e superespirais negativas (DNA superdesespiralizado) antes dela. 
A RNA-polimerase esta em contato estreito com o DNA a frente da bolha de 
transcripao, bem como com as fitas separadas de DNA e RNA no interior e 
imediatamente antes da bolha. Um canal nas proteinas canaliza novos NTP 
para o sitio ativo da polimerase. 0 footprint da polimerase envolve cerca de 
35 pb de DNA durante o alongamento. 
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(5') CGCT ATAGCGTTT(3') 
(3') GCGATATCGCAAA(5') 

(S') CGCUAU AGCGUUU(3') 


Fita de DNA nao molde (codificadora) 
Fita de DNA molde 

Transcrito de RNA 


FIGURA 26-2 Fitas de DNA molde e nao molde (codificadora). 

As duas fitam complementares de DNA sao definidas por sua funpao 
na transcripao. 0 transcrito de RNA e sintetizado na fita molde e e 
identico em sequencia (com U no lugar deT) a fita nao molde, ou fita 
codificadora. 


o RNA na diregao 5'^3'. 0 gmpo hidroxila 3' atua como 
nucleofilo, atacando o a fosfato do ribonucleosideo trifos- 
fato que chega (Figura 26-la) e liberando o pirofosfato. A 
reagao total e 

(NMP)^ + NTP-> (NMP)^+i + PPi 

RNA RNA aumentado 

A RNA-polimerase precisa de DNA para sua atividade e e 
mais ativa quando ligada a um DNA de fita dupla. Como 
observado anteriormente, apenas uma das duas fitas ser¬ 
ve de molde. A fita de DNA molde e copiada na diregao 
3'^5' (antiparalela a nova fita de RNA), exatamente 
como na replicagao do DNA. Cada nucleotideo no RNA 
recentemente formado e selecionado pelas interagoes de 
pareamento de bases de Watson-Crick; residues U sao in- 
seridos no RNA para parear com residues A no molde de 
DNA, residues G sao inseridos para parear com residues 
C, e assim por diante. A geometria dos pares de bases 
(ver Figura 25-6) tambem pode desempenhar um papel 
na selegao de bases. 

Ao contrario da DNA-polimerase, a RNA-polimerase 
nao precisa de um iniciador para a sintese. A iniciagao 
ocorre quando a RNA-polimerase se liga a sequencias de 
DNA especificas chamadas de promotores (descritas a se- 
guir). 0 grupo 5'-trifosfato do primeiro residue em uma 
molecula de RNA nascente (recentemente formada) nao 
e clivado para liberar PP., mas em vez disso permanece in- 
tacto ao longo de todo o processo de transcrigao. Durante 
a fase de alongamento da transcrigao, as bases da extre- 
midade crescente da nova fita de RNA pareiam tempora- 
riamente com o molde de DNA para formar um pequeno 
RNA-DNA hibrido de dupla-helice, estimado em 8 pb de 
comprimento (Figura 26-lb). 0 RNA nesse duplex hibrido 
“descasca” logo apos a sua formagao e o duplex de DNA 
volta a se formar. 


A fim de permitir que a RNA-polimerase sintetize uma 
fita de RNA complementar a uma das fitas de DNA, o du¬ 
plex de DNA deve se desenrolar em um pequeno trecho, for- 
mando uma “bolha” de transcrigao. Durante a transcrigao, 
a RNA-polimerase da A', coli geralmente mantem 17 pb de- 
senrolados. Os hibridos de RNA-DNA de 8 pb ocorrem nessa 
regiao desenrolada. 0 alongamento de um transcrito pela 
RNA-polimerase da E. coli continua a uma taxa de 50 a 90 
nucleotideos/s. Como o DNA e uma helice, o movimento de 
uma bolha de transcrigao precisa de uma consideravel rota- 
gao da fita das moleculas de acido nucleico. A rotagao da fita 
de DNA e restrita na maioria dos DNAs por proteinas que 
se ligam ao DNA e outras barreiras estruturais. Como re- 
sultado, uma RNA-polimerase em movimento gera ondas de 
superespirais positivas para a frente da bolha de transcrigao 
e superespirais negativas para tras (Figura 26-lc). Isso foi 
observado tanto in vitro quanto in vivo (em bacterias). Na 
celula, os problemas topologicos causados pela transcrigao 
sao aliviados pela agao das topoisomerases (Capitulo 24). 

CONVEN^AO-CHAVE: As duas fitas de DNA complementar tern 
papeis diferentes na transcrigao. A fita que serve como um 
molde para a sintese de RNA e chamada de fita-molde. 
A fita de DNA complementar ao molde, a fita nao mol¬ 
de, ou fita codificadora, e identica na sequencia de bases 
ao RNA transcrito a partir do gene, com o U no RNA no 
lugar do T no DNA (Figura 26-2). A fita codificadora de 
um gene em particular pode estar situada em qualquer das 
fitas de um determinado cromossomo (como mostrado em 
Figura 26-3 para um virus). Por convengao, as sequencias 
regulatorias que controlam a transcrigao (descritas poste- 
riormente neste capitulo) sao designadas pelas sequencias 
na fita codificadora. ■ 

A RNA-polimerase dependente de DNA da E. coli e uma 
enzima complexa, grande, com cinco subunidades centrais 


◄ 

DNA 3, 


3,6 X lO^pb 


3' 

5' 



FIGURA 26-3 Organiza^ao da informa^ao codificadora no genoma 
do adenovirus. A informaqao genetica do genoma do adenovirus (exem- 
plo convenientemente simples) e codificada por uma molecula de DNA de 
fita dupla de 36.000 pb, cujas duas fitas codificam proteinas. A informaqao 
para a maioria das proteinas e codificada pela (i.e., identica a) fita de cima - 
por convengao a fita orientada de 5' para 3' da esquerda para a direita. A fita 
de baixo atua como molde para esses transcritos. Entretanto, algumas pou- 


Transcritos de RNA 

cas proteinas sao codificadas pela fita de baixo, transcrita na diregao opos- 
ta (e usa a fita de cima como molde). A sintese de mRNA em adenovirus e 
atualmente muito mais complexa do que mostrado aqui. Muitos dos mRNA 
obtidos usando a fita superior como molde sao sintetizados inicialmente 
como um transcrito unico longo (25.000 nucleotideos), entao extensamente 
processado para produzir os mRNA separados. 0 adenovirus provoca infec- 
goes do trato respiratorio superior em alguns vertebrados. 
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FIGURA 26-4 Estrutura da holoenzima da RNA-polimerase da bacte¬ 
ria Thermus aquaticus (Derivada da PDB ID 1HQM). A estrutura geral dessa 
enzima e muito semelhante aquela da RNA-polimerase da E. coir, nenhum 
DNA ou RNA e mostrado aqui. As varias subunidades da RNA-polimerase 
bacteriana dao a enzima a forma de uma garra de caranguejo. Cada parte da 
pinqa e formada a partir de grandes subunidades e jS'. As subunidades sao 
mostradas com as mesmas cores na estrutura esquematica e em fita. 


390.000) e uma sexta subunidade, de um gm- 
po denominado o’, com variantes designadas por tamanho 
(peso molecular). A subunidade cr se liga transitoriamente 
ao centre e direciona a enzima para sitios de ligagao espe- 
cificos no DNA (descritos a seguir). Essas seis subunida¬ 
des constituem a holoenzima da RNA-polimerase (Figura 
26-4). A holoenzima da RNA-polimerase da A', coli existe, 
portanto, em varias formas, dependendo do tipo da subuni¬ 
dade O’. A subunidade mais comum e a (M^ 70.000) e a 
discussao a seguir foca na holoenzima da RNA-polimerase 
correspondente. 

As RNA-polimerases nao apresentam um sitio ativo 
distinto de exonuclease de revisao 3'^5' (como aquele 
de varias DNA-polimerases), e a taxa de erro de transcri- 
gao e mais alta do que aquela de replicagao do DNA cro- 
mossomal - aproximadamente um erro a cada 10^ a 10^ 
ribonucleotideos incorporados ao RNA. Como muitas c6- 
pias de um RNA sao geralmente produzidas a partir de 
um unico gene e todos os RNA sao, por fim, degradados 
e substituidos, um erro em uma molecula de RNA tern 
menor consequencia para a celula do que um erro na in- 
formagao permanente armazenada no DNA. Muitas RNA- 
-polimerases, incluindo a RNA-polimerase bacteriana e 
a RNA-polimerase II de eucariontes (discutida a seguir), 
pausam realmente quando uma base mal pareada e adi- 
cionada durante a transcrigao, e elas podem remover os 
nucleotideos errados da extremidade 3' de um transcrito 
por reversao direta da reagao da polimerase. Porem, nao 
se sabe ainda se essa atividade e uma verdadeira fungao de 
revisao e em que grau ela pode contribuir para a fidelidade 
da transcrigao. 

A smtese de RNA come^a nos promotores 

A iniciagao da smtese de RNA em pontos aleatorios da 
molecula de DNA seria um processo de desperdicio ex- 
traordinario. Em vez disso, uma RNA-polimerase se liga a 
sequencias especificas no DNA chamadas de promotores, 
que dirigem a transcrigao de segmentos adjacentes de DNA 
(genes). As sequencias em que as RNA-polimerases se li- 
gam podem ser muito variaveis, e muitas pesquisas tiveram 


como foco a identificagao das sequencias particulares que 
sao criticas para a fungao do promotor. 

Na A. coli, a ligagao da RNA-polimerase ocorre no in¬ 
terior de uma regiao que se estende desde cerca de 70 pb 
antes do sitio de inicio da transcrigao ate cerca de 30 pb 
alem dele. Por convengao, os pares de bases de DNA que 
correspondem ao inicio de uma molecula de RNA rece- 
bem numeros positives, e aqueles que precedem o sitio 
do inicio do RNA recebem numeros negatives. A regiao 
do promoter se estende, portanto, entre as posigoes -70 
e +30. Analises e comparagoes da classe mais comum de 
promotores bacterianos (aqueles reconhecidos por uma 
holoenzima de RNA-polimerase contendo revelaram 
semelhangas em duas sequencias curtas centradas em 
torno das posigoes -10 e -35 (Figura 26-5). Essas se¬ 
quencias sao sitios de interagao importantes para a su¬ 
bunidade c7^°. Embora as sequencias nao sejam identicas 
em todos os promotores bacterianos nessa classe, certos 
nucleotideos particularmente comuns em cada posigao 
formam uma sequencia de consenso (lembre-se da se- 
quencia de consenso oriC da A. coli] ver Figura 25-10). A 
sequencia de consenso na regiao -10 e (5')TATAAT(3'); a 
sequencia de consenso na regiao -35 e (5')TTGACA(3'). 
Um terceiro elemento de reconhecimento rico em AT, 
chamado de elemento UP (promotor a montante, do in¬ 
gles upstream promoter), ocorre entre as posigoes -40 e 
-60 nos promotores de certos genes altamente expressa- 
dos. 0 elemento UP e ligado pela subunidade a da RNA- 
-polimerase. A eficiencia com que uma RNA-polimerase 
contendo se liga a um promotor e inicia a transcrigao e 
determinada em grande parte por essas sequencias, pelo 
espagamento entre elas, e pela sua distancia do sitio de 
inicio de transcrigao. 

Muitas linhas de evidencia independentes atestam a im- 
portancia funcional das sequencias nas regioes -35 e -10. 
Mutagoes que afetam a fungao de um determinado pro¬ 
moter frequentemente envolvem um par de bases nessas 
regioes. Variagoes na sequencia de consenso tambem afe¬ 
tam a eficiencia da ligagao da RNA-polimerase e a iniciagao 
da transcrigao. Uma alteragao em apenas um par de bases 
pode diminuir a taxa de ligagao em varias ordens de mag¬ 
nitude. A sequencia do promoter, portanto, estabelece um 
nivel basal de expressao que pode variar enormemente de 
um gene de A. coli para o seguinte. Um metodo que fornece 
informagao acerca da interagao entre a RNA-polimerase e 
promotores e ilustrado no Quadro 26-1. 

A via de iniciagao da transcrigao e o destine da subuni¬ 
dade a estao se tornando muito melhor definidos (Figura 
26-6). A via consiste em duas partes principais, ligagao e 
iniciagao, cada qual com multiplas etapas. Primeiro, a poli¬ 
merase, dirigida por seu fator ligado a, se liga ao promoter. 
Um complexo fechado (em que o DNA ligado e intacto) e 
um complexo aberto (em que o DNA ligado esta intacto e 
parcialmente desenrolado proximo da sequencia -10) se 
formam em sucessao. Segundo, a transcrigao e iniciada no 
interior do complexo, levando a uma mudanga conforma- 
cional que converte o complexo na forma de alongamento, 
seguida pelo movimento do complexo de transcrigao para 
longe do promoter (distanciamento do promoter). Qual- 



PRINCIPIOS DE BlOQUIMICA DE LEHNINGER 1061 


Sequencia de 
consenso 

rrnB PI 



Elemento UP 


Regiao -35 

Espa^ador 

Regiao -10 

Espagador 

Inicio do RNA 

+1 


NNAAA !^!^T!^TTTTNNAAAANNN 

N 

TTGACA 

Ni7 

TATAAT 

Nfi 

A 



AGAAAATTATTTTAAATTTCCT 

N 

TTGTCA 

Ni6 

TATAAT 

Ns 

A 

trp 



TTGACA 

Ni7 

TTAACT 

N 7 

A 


lac 


recA 


araBAD 



TTTACA 

N,7 

TATGTT 

Nfi 

A 



TTGATA 

Ni 6 

TATAAT 

N 7 

A 



CTGACG 

Ni 8 

TACTGT 

Nfi 
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FIGURA 26-5 Tfpicos promotores de E coli reconhecidos por uma 
holoenzima da RNA-polimerase contendo As sequencias da fita 
nao molde sao mostradas, lidas na direqao 5'^3', como e a convenqao para 
representaqoes deste tipo. As sequencias diferem de urn promotor para o 
seguinte, mas comparaqoes de varios promotores revelam semelhanqas, 
particularmente nas regioes -10 e -35. 0 elemento de sequencia UP, nao 
encontrado em todos os promotores de E. coli, e mostrado no promotor 
PI para o gene de rRNA altamente expressado rrnB. Os elementos UP, ge- 


ralmente encontrados na regiao entre -40 e -60, estimulam fortemente a 
transcriqao nos promotores que os contem. 0 elemento UP no promotor PI 
do rrnB abrange a regiao entre -38 e -59. A sequencia de consenso para os 
promotores da E coli reconhecidos como e a segunda a partir do topo. 
Regioes espaqadoras contem numeros ligeiramente variaveis de nucleoti- 
deos (N). E mostrado apenas o primeiro nucleotideo codificando o transcrito 
de RNA (na posiqao +1). 


quer uma dessas etapas pode ser afetada pela composigao 
especifica das sequencias promotoras. A subunidade a se 
dissocia estocasticamente (de mode aleatorio) a medida 
que a polimerase entra na fase de alongamento da transcri- 
gao. A protema NusA (M^ 54.430) se liga a RNA-polimerase 
em alongamento, competitivamente com a subunidade a. 
Uma vez que a transcrigao esteja completa, a NusA se disso¬ 
cia da enzima, a RNA se dissocia do DNA, e um fator a 
ou outro) pode novamente se ligar a enzima para iniciar a 
transcrigao. 

AE. coli tern outras classes de promotores, ligados pe- 
las holoenzimas da RNA-polimerase com subunidades a di- 
ferentes (Tabela 26-1). Um exemplo sao os promotores dos 
genes de cheque termico. Os produtos desse conjunto de 
genes sao produzidos em niveis superiores quando a celula 
recebe uma ameaga, como um aumento repentino de tem- 
peratura. A RNA-polimerase se liga aos promotores desses 
genes apenas quando e substituido pela subunidade 
(M^ 32.000), especifica para os promotores de cheque ter¬ 
mico (ver Figura 28-3). Ao empregar diferentes subunida¬ 
des O’, a celula pode coordenar a expressao de conjuntos 
de genes, permitindo alteragoes importantes na fisiologia 
celular. A escolha de quais conjuntos de genes sao expres- 
sados depende da disponibilidade das varias subunidades 
O’, o que, por sua vez, e determinado por varios fatores: ta- 
xas reguladas de sintese e degradagao, modificagoes pos- 
-sintese que alternam as entre as formas ativa e inativa das 
subunidades individuals a e uma classe especializada de 
proteinas anti-o-, cada tipo ligando-se e sequestrando uma 
subunidade a particular (tornando-a indisponivel para a 
iniciagao da transcrigao). 


A transcrigao e regulada em varios niveis 

As necessidades para qualquer produto genico variam com 
as condigoes celulares ou estagio de desenvoMmento, e a 
transcrigao de cada gene e cuidadosamente regulada para 
formar produtos genicos apenas nas proporgoes necessa- 
rias. A regulagao pode ocorrer em qualquer etapa na trans¬ 
crigao, incluindo o alongamento e a terminagao. Entretan- 
to, boa parte da regulagao e direcionada para a ligagao da 
polimerase e etapas de iniciagao da transcrigao destacadas 
na Figura 26-6. Diferengas nas sequencias de promotores 
sao apenas um dos varios niveis de controle. 

A ligagao de proteinas a sequencias tanto proximas 
quanto distantes do promotor tambem pode afetar os niveis 
de expressao genica. A ligagao de proteinas pode ativar a 
transcrigao ao facilitar tanto a ligagao da RNA-polimerase 
ou etapas mais adiante no processo de iniciagao, ou ela 
pode reprimir a transcrigao ao bloquear a atividade da 
polimerase. Em E. coli, uma proteina que ativa a transcri¬ 
gao e a protema receptora cAMP (CRP) , que aumenta 
a transcrigao de genes que codificam enzimas que meta- 
bolizam outros agucares alem da glicose quando as celulas 
crescem na ausencia da mesma. Repressores sao protei¬ 
nas que bloqueiam a sintese do RNA em genes especificos. 
No caso do repressor Lac (Capitulo 28), a transcrigao dos 
genes para as enzimas do metabolismo da lactose e blo- 
queada quando a lactose esta indisponivel. 

A transcrigao e a primeira etapa na complicada e ener- 
geticamente intensa via da sintese proteica, de modo que a 
maior parte da regulagao dos niveis de proteina, tanto nas 
celulas bacterianas quanto eucariontes, ocorre na transcri- 
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METODOS 


A RNA-polimerase deixa sua digital em urn promotor 


Footprinting, tecnica derivada dos principios usados no 
sequenciamento de DNA, identifica as sequencias de DNA 
ligadas por uma protema particular. Os pesquisadores iso- 
lam um fragmento de DNA que acreditam conter sequen¬ 
cias reconhecidas por uma protema ligadora de DNA e 
marcam radioativamente a extremidade de uma das fitas 
(Figura Q-1). Eles empregam entao reagentes quimicos 
ou enzimaticos para introduzir quebras aleatorias no frag¬ 
mento de DNA (cerca de uma por molecula). 


Solu^ao de fragmentos identicos de DNA 
marcados radioativamente * na extremidade de uma das fitas 



A separagao dos produtos clivados marcados (frag¬ 
mentos quebrados de varies comprimentos) por eletro- 
forese de alta resolugao produz uma escala de bandas 
radioativas. Em um tube separado, o procedimento de 
clivagem e repetido em copias do mesmo fragmento de 
DNA na presenga da protema ligadora de DNA. Os pes¬ 
quisadores entao submetem os dois conjuntos de produ¬ 
tos de clivagem a eletroforese e os comparam lado a lado. 
Um intervale Qfootprinf^ na serie de bandas radioati¬ 
vas, derivado da amostra de DNA-proteina, 
atribnivel a protegao do DNA pela protema 
ligadora, identifica as sequencias que a pro¬ 
tema liga. 

A localizagao precisa do sitio da protema 
ligadora pode ser determinada por sequen¬ 
ciamento direto (ver Figura 8-34) de copias 
do mesmo fragmento de DNA e incluir as 
raias de sequenciamento (nao mostradas 
aqui) no mesmo gel com o footprint. A Fi¬ 
gura Q-2 mostra os resultados do footprin¬ 
ting para a ligagao da RNA-polimerase a um 
fragmento de DNA contendo um promoter. A 
polimerase cobre 60 a 80 pb; a protegao pela 
enzima ligada inclui as regioes -10 e -35. 


=0 

=® 


Separe os fragmentos por eletroforese em gel de poliacrilamida e 
visualize as bandas marcadas radioativamente em filme de raios X 


\ 




Fragmento de - 
DNA nao cortado 

Bandas ausentes indicam 
onde a RNA-polimerase 
se ligou ao DNA 


Migra^ao 
do DNA 


Fita nao molde 

- + C 

m 


Regioes ligadas pela ■ 
RNA-polimerase — 


+ 1 
'--10 

-20 

-30 

-40 


-50 


FIGURA Q-1 Analise de footprint do sitio de ligagao da RNA-polimerase em um frag¬ 
mento de DNA. Experiments separados sao desenvolvidos na presenga (+) e ausencia 
(-) da polimerase. 


FIGURA Q-2 Resultados do footprinting da RNA-polime¬ 
rase se ligando ao promotor loc (ver Figura 26-5). Nesse 
experiment, a extremidade 5' da fita nao molde foi mar- 
cada radioativamente. A coluna C e um controle em que 
os fragmentos de DNA marcados foram clivados com um 
reagent quimico que produz um padrao de bandea- 
mento mais uniforme. 
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DNA 


I Promoto^^ 


RNA-polimerase 


© O alongamento 
continua, a se 
dissocia e e 
substituida pela NusA, 






0 A transcri^ao come^a. 


0 A remo^ao do promotor e 
seguida de alongamento. 


FIGURA 26-6 Inicio da transcri^ao e alongamento pela RNA-poMme- 
rase da E, coli, 0 inicio da transcrigao precisa de varias etapas geralmente 
divididas em duas fases, ligapao e inicio. Na fase de ligapao, a interapao ini- 
cial da RNA-polimerase com o promotor leva a formapao de um complexo 
fechado, no qual o DNA promotor e ligado de maneira estavel, mas nao 
desenrolado. Uma regiao de 12 a 15 pb de DNA - do interior da regiao 
-10 a posipao +2 ou +3 - e entao desenrolado para formar um complexo 
aberto. Intermediarios adicionais (nao mostrados) foram detectados nas 
vias que levam aos complexos fechados e abertos, junto com varias mu- 


gao, particularmente em seus estagios iniciais. 0 Capitulo 
28 descreve varies mecanismos pelos quais a regulagao e 
realizada. 

Sequencias especificas sinalizam a termina^ao da 
smtese de RNA 

A sintese de RNA e progressiva; isto e, a RNA-polimerase 
ira introduzir um grande numero de nucleotideos em uma 
molecula de RNA crescente antes de se dissociar (p. 1014). 


danpas na conformapao proteica. A fase de iniciapao envolve o inicio da 
transcripao e a remopao do promotor (etapas O a O aqui). Uma vez que 
o alongamento tenha comepado, a subunidade a e liberada e substituida 
pela proteina NusA. A polimerase deixa o promotor e fica comprometida 
com o alongamento do RNA (etapa ©). Quando a transcripao esta com- 
pleta, o RNA e liberado, a proteina NusA se dissocia e a RNA-polimerase se 
dissocia do DNA (etapa 0). Outra subunidade a se liga a RNA-polimerase, 
e o processo se reinicia. 


Isso e necessario, pois, se uma RNA-polimerase liberasse 
um transcrito de RNA prematuramente, ela nao poderia re- 
comegar a smtese do mesmo RNA, tendo que, em vez disso, 
recomegar. Entretanto, um encontro com certas sequencias 
de DNA resulta em uma pausa na smtese de RNA, e em 
algumas dessas sequencias a transcrigao e terminada. 0 
foco aqui e, mais uma vez, nos sistemas bem estudados de 
bacterias. AE. coli tern pelo menos duas classes de sinais 
de terminagao: uma classe se baseia em um fator proteico 
chamado p (rho) e a outra e independente de p. 
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TABELA26-1 


As sete subunidades a de Escherichia coli 


Subunidade o- ^^(nivi) 

Moleculas/ 

celula^ 

Fragao da 

holoenzima (%P Fungao 

70 

(7 

0,26 

700 

78 

Manutengao 

54 

(7 

0,30 

no 

8 

Modulagao dos niveis de nitrogenio celular 

38 

(7 

4,26 

<1 

0 

Genes da fase estacionaria 

32 

(7 

1,24 

<10 

0 

Genes de choque termico 

28 

(7 

0,74 

370 

14 

Flagelos e genes de quimiotaxia 

24 

(7 

2,43 

<10 

0 

Fungoes extracitoplasmaticas, algumas fungoes de choque termico 

18 

(7 

1,73 

<1 

0 

Fungoes extracitoplasmaticas, incluindo o transporte de citrato ferrico 


Fonte: Adaptado de Maeda, H., Fujita, N., & Ishihama, A. (2000) Nucleic Acids Res. 28, 3500. 

Observa^ao: Fatores cr sao amplamente distribmdos em bacterias; o numero varia de um unico fator a em Mycoplasma genitalium a 63 fatores a diferentes em 
Streptomyces coelicolor. 

*Nuinero aproximado de cada subunidade a per celula e a fragao da holoenzima da RNA-polimerase complexado com cada subunidade durante o crescimento expo- 
nencial. Os numeros mudam a medida que as condigoes de crescimento se alteram. A fragao da RNA-polimerase complexada com cada subunidade cr reflete tanto a 
quantidade de uma subunidade particular quanto sua afinidade pela enzima. 


A maioria dos terminadores independentes de p tern 
duas caractensticas distintivas. A primeira e uma regiao 
que produz um transcrito de RNA com sequencias au- 
tocomplementares, permitindo a formagao de uma es- 
trutura em grampo (ver Figura 8-19a) com 15 a 20 nu- 
cleotideos no centro antes da extremidade projetada da 
fita de RNA. A segunda caractenstica e um filamento al- 
tamente conservado de tres residues A na fita-molde que 
sao transcritos em residuos U proximo da extremidade 3' 
do grampo. Quando uma polimerase chega a um sitio de 
terminagao com essa estrutura, ela pausa (Figura 26-7a). 
A formagao da estrutura em grampo no RNA interrompe 
varios pares de bases A=U no segmento hibrido de RNA- 
-DNA e pode interromper interagoes importantes entre 
o RNA e a RNA-polimerase, facilitando a dissociagao do 
transcrito. 

Os terminadores dependentes de p nao tern a sequencia 
de residuos repetidos de A na fita-molde, mas em geral in- 
cluem uma sequencia rica em CA chamada de elemento rut 
(do ingles rho i/^dlization, “emprego de rho”). A proteina p 
se associa ao RNA em sitios de ligagao especificos e migra 
na diregao 5'^3' ate alcangar o complexo de transcrigao 
que e pausado no sitio de terminagao (Figura 26-7b). Aqui 
ela contribui para liberar o transcrito de RNA. A proteina 
p tern uma atividade de helicase de RNA-DNA dependente 
de ATP que promove a translocagao da proteina ao longo 
do RNA, sendo o ATP hidrolisado pela proteina p durante o 
processo de terminagao. 0 mecanismo detalhado pelo qual 
a proteina promove a liberagao do transcrito de RNA nao e 
conhecido. 

As celulas eucariontes tern tres tipos de 
RNA-polimerases nucleares 

0 maquinario da transcrigao no nucleo de uma celula eu- 
carionte e muito mais complexo do que em bacterias. Os 
eucariontes tern tres RNA-polimerases, designadas I, II 
e III, que sao complexes distintos, mas que apresentam 
certas subunidades em comum. Cada polimerase tern uma 


fungao especifica e e recrutada para uma sequencia pro- 
motora especifica. 

A RNA-polimerase I (Pol I) e responsavel pela sinte- 
se de apenas um tipo de RNA, um transcrito chamado de 
RNA pre-ribossomal (ou pre-rRNA), que contem o pre¬ 
cursor dos rRNA 18S, 5,8S e 28S (ver Figura 26-24). Os 
promotores da Pol I diferem enormemente de uma espe- 
cie para outra. A principal fungao da RNA-polimerase II 
(Pol II) e a sintese de mRNA e de alguns RNA especializa- 
dos. Essa enzima pode reconhecer milhares de promoto¬ 
res que variam enormemente em suas sequencias. Alguns 
promotores da Pol II apresentam algumas sequencias em 
comum, incluindo uma TATA box (sequencia consenso 
de eucariontes TATA(A/T)A(A/T)(A/G)) proxima do par 
de bases -30 e uma sequencia Inr (iniciador) proxima do 
sitio de inicio do RNA em +1 (Figura 26-8). Entretan- 
to, tais promotores estao em minoria, e a Pol II opera em 
muitos promotores que nao apresentam tais sequencias 
caracteristicas. 

A RNA-polimerase III (Pol III) produz tRNA, o rRNA 
5S e alguns outros RNA pequenos especializados. Os pro¬ 
motores reconhecidos pela Pol III sao bem caracterizados. 
De modo interessante, algumas das sequencias necessarias 
para o inicio regulado da transcrigao pela Pol III estao loca- 
lizadas no interior do proprio gene, enquanto outras estao 
em localizagoes mais convencionais a montante do sitio de 
iniciagao do RNA (Capitulo 28). 

A RNA-polimerase II precisa de muitos outros fatores 
proteicos para a sua atividade 

A RNA-polimerase II e central para a expressao genica de 
eucariontes e tern sido extensamente estudada. Embora 
essa polimerase seja surpreendentemente mais complexa 
do que a sua contraparte bacteriana, a complexidade mas¬ 
cara uma impressionante conservagao da estrutura, fungao 
e mecanismo. A Pol II isolada da levedura e uma enzima 
imensa com 12 subunidades. A maior subunidade (RBPl) 
apresenta um alto grau de homologia com a subunidade j8' 
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(a) Terminagao independentedep 




FIGURA26-7 Termina^ao da transcri^ao em E. co//. (a) Terminagao 
independente de p. A RNA-polimerase pausa a transcripao em varias se- 
quencias de DNA, algumas das quais sao terminadoras. Urn de dois resulta- 
dos e entao possivel: a polimerase evita o sitio e continua no seu caminho, 
ou o complexo sofre uma mudanpa conformacional (isomerizapao). Nesse 
ultimo caso, o pareamento intramolecular de sequencias complementares 
no transcrito de RNA recem-formado pode formar urn grampo que rompe 
o hibrido RNA-DNA ou as interapoes entre o RNA e a polimerase, ou ambos, 


(b) Terminagaodependentedep 



A helicase p separa o mRNA do 
molde de DNA. 



resultando em isomerizapao. Uma regiao hibrida A=U na extremidade 3' 
do novo transcrito e relativamente instavel, e o RNA se dissocia do comple¬ 
xo completamente, levando a terminapao. Esse e o resultado comum nos 
terminadores. Em outros sitios de pausa, o complexo pode escapar apos 
a etapa de isomerizapao para continuar a sintese de RNA. (b) Terminapao 
dependente de p. Os RNAs que incluem urn sitio rut (roxo) recrutam a he¬ 
licase p. A helicase migra ao longo do mRNA na direpao 5'^3' e se separa 
da polimerase. 


-30 +1 


5' 



TATAAA 

■'. 

yyanTyy 






A 


Varias TATA box Inr 

sequencias 
reguladoras 


FIGURA 26-8 Algumas sequencias comuns em promotores reco- 
nhecidos pela RNA-polimerase II. A TATA box e o principal ponto de 
reuniao para as proteinas dos complexes de pre-iniciapao de Pol II. 0 DNA 
e desenrolado na sequencia iniciadora (Inr), e o sitio de inicio de transcri- 
pao e geralmente no interior dessa sequencia ou muito proximo dela. Na 
sequencia de consenso Inr mostrada aqui, N representa qualquer nucleo- 
tideo; Y, nucleotideo de pirimidina. Muitas sequencias adicionais servem 
como sitios de ligapao para uma grande variedade de proteinas que afetam 
a atividade da Pol II. Essas sequencias sao importantes na regulapao dos 
promotores Pol II e diferem enormemente em tipo e numero, e em geral 


o promotor de eucariontes e muito mais complexo do que sugerido aqui 
(ver Eigura 15-25). Muitas das sequencias estao localizadas no interior de 
algumas poucas centenas de pares de bases da TATA box no lado 5'; outras 
podem estar a milhares de pares de bases de distancia. Os elementos de 
sequencia resumidos aqui sao mais variaveis entre os promotores da Pol 
II de eucariontes do que entre os promotores de E. coli (ver Eigura 26-5). A 
maioria dos promotores da Pol II nao tern TATA box, elemento de consenso 
Inr ou ambos. Sequencias adicionais em torno da TATA boxe abaixo (para a 
direita como desenhado) do Inr podem ser reconhecidas por urn ou mais 
fatores de transcripao. 
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TABELA26-2 


Protemas necessarias para inicia^ao da transcri^ao nos promotores da RNA-polimerase II (Pol II) de eucariontes 


Numero de 


Protema de transcrigao 

subunidades 

Subunidade(s)M^ 

Fun^ao(des) 

Iniciagao 

Pol II 

12 

10.000-220.000 

Catalisa a sintese de RNA 

TBP (protema ligadora do TATA) 

1 

38.000 

Reconhece especificamente a TATA box 

TFIIA 

3 

12.000, 19.000, 35.000 

Estabiliza a ligagao do TFIIB e TBP ao promotor 

TFIIB 

1 

35.000 

Liga-se ao TBP; recruta o complexo Pol II-TFIIF 

TFIIE 

2 

34.000, 57.000 

Recruta o TFIIH; tern atividades de ATPase e 
helicase 

TFIIF 

2 

30.000, 74.000 

Se liga fortemente a Pol II; se liga a TFIIB e impe¬ 
de a ligagao da Pol II as sequencias de DNA nao 
especificas 

TFIIH 

12 

35.000-89.000 

Desenrola o DNA no promotor (atividade de 
helicase); fosforila a Pol II (no interior do CTD); 
recruta protemas de reparo de excisao de nucleo- 
tideos 

Alongamento* 

ELL^ 

1 

80.000 


pTEFb 

2 

43.000, 124.000 

Fosforila a Pol II (no interior do CTD) 

SII (TFIIS) 

1 

38.000 


Elonguina (SIII) 

3 

15.000, 18.000, 110.000 



*A fungao de todos os fatores de alongamento e a de suprimir a pausa ou intermpgao da transcrigao pelo complexo Pol II-TFIIF. 

^Nome derivado da leucemia rica em lisina 11-19. 0 gene para ELL e o local dos eventos de recombinagao cromossomal frequentemente associados a leucemia mieloide 
aguda. 


da RNA-polimerase bacteriana. Outra subunidade (RBP2) 
e estruturalmente semelhante a subunidade bacteriana /3, e 
duas outras (RBP3 e RBPll) exibem algum grau de homo- 
logia estrutural em relagao as duas subunidades a bacteria- 
nas. A Pol II deve funcionar com genomas mais complexos 
e com moleculas de DNA mais elaboradamente acondicio- 
nadas do que nas bacterias. A necessidade de contatos pro- 
teina-proteina com os outros numerosos fatores proteicos 
necessaries para navegar esse labirinto e responsavel em 
grande medida pela complexidade adicional da polimerase 
de eucariontes. 

A maior subunidade de Pol II (RBPl) tambem tern uma 
caracteristica incomum, uma longa cauda de carboxila ter¬ 
minal consistindo em varias repetigoes de uma sequencia 
de consenso heptade de aminoacidos -YSPTSPS-. Ha 27 
repetigoes na enzima de levedura (18 exatamente corres- 
pondentes ao consenso) e 52 (21 exatos) nas enzimas de 
camundongos e de humanos. Esse dominio carboxiterminal 
(CTD) e separado do corpo principal da enzima por uma 
sequencia ligadora inerentemente nao estruturada. A CTD 
tern varies papeis importantes na fungao da Pol II, como 
destacado a seguir. 

A RNA-polimerase II requer uma serie de outras protei- 
nas, chamadas de fatores de transcrigao, a fim de formar 
o complexo de transcrigao ativo. Os fatores de transcri¬ 
gao gerais necessaries a cada promoter da Pol II (fatores 
geralmente designados TFII com um identificador adicio¬ 


nal) sao altamente conservados em todos os eucariontes 
(Tabela 26-2). 0 processo de transcrigao pela Pol II pode 
ser descrito em termos de varias fases - montagem, inicia- 
gao, alongamento, terminagao - cada uma associada a pro¬ 
temas caracteristicas (Figura 26-9). A via passo a passo 
descrita a seguir leva a transcrigao ativa in vitro. Na celula, 
varias das protemas podem estar presentes em complexos 
maiores pre-montados, simplificando as vias para monta¬ 
gem de promotores. A medida que le sobre esse processo, 
consulte a Figura 26-9 e a Tabela 26-2 para ajudar a acom- 
panhar os muitos participantes. 


FIGURA 26-9 Transcrigao nos promotores da RNA-polimerase II. (a) 

A reuniao sequencial de TBP (frequentemente com TFIIA),TFIIB, TFIIF mais 
Pol IfTFIIE eTFIIH resulta em um complexo fechado. No interior do comple¬ 
xo, o DNA e desenrolado na regiao Inr pela atividade de helicase doTFIIH 
e talvez doTFIIE, criando um complexo aberto. 0 dominio da terminagao 
carboxila da maior subunidade de Pol II e fosforilado porTEIIH e a polime¬ 
rase entao escapa do promotor e comega a transcrigao. 0 alongamento e 
acompanhado pela liberagao de varios fatores de transcrigao e tambem e 
estimulado por fatores de alongamento (verTabela 26-2). Apos a termina¬ 
gao, a Pol II e liberada, desfosforilada e reciclada. (b)TBP humano ligado ao 
DNA e dobrado nesse complexo, abrindo o sulco menor a fim de permitir 
ligagoes de hidrogenio especificas entre proteinas e o DNA (PDB ID ITGH). 
(c) Uma visao em corte do alongamento da transcrigao promovido pela 
enzima do nucleo da Pol II. 
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Montagem da RNA-polimerase e fatores de transcri^ao em urn promo¬ 
tor A formagao de um complexo fechado se inicia quando 
a protema de ligagao TATA (TBP) se liga a TATA box (Fi- 
guras 26-9a, etapa O e 26-9b). Nos promotores que nao 
apresentam uma TATA box, a TBP se faz presente como 
parte de um complexo multissubunidade chamado TFIID 
(nao mostrado na Figura 26-9). Os elementos de sequencia 
que dirigem a ligagao da TFIID nos promotores sem TATA 
sao muito pouco conhecidos. A TBP, por sua vez, e liga- 
da pelo fator de transcrigao TFIIB, que tambem se liga ao 
DNA de qualquer lado da TBP A TFIIA se liga, e, junto com 
a TFIIB, ajuda a estabilizar o complexo TBP-DNA. A TFIIB 
fornece uma ligagao importante para a DNA-polimerase 
II e o complexo TFIIB-TBP e em seguida ligado por outro 
complexo consistindo na TFIIF e Pol 11. A TFIIF ajuda a 
ligar a Pol II aos sens promotores, tanto pela interagao com 
a TFIIB quanto reduzindo a ligagao da polimerase a sitios 
inespecificos no DNA. Finalmente, a TFIIF e a TFIIH se 
ligam para criar o complexo fechado. A TFIIH tern mul- 
tiplas subunidades e inclui uma atividade de helicase de 
DNA que promove o desenrolamento do DNA proximo do 
sitio de inicio do RNA (um processo que requer a hidroli- 
se de ATP), criando assim um complexo aberto. (Figura 
26-9a, etapa @). Somando todas as subunidades dos varies 
fatores essenciais (excluindo o TFIIA e algumas subuni¬ 
dades de TFIID), essa reuniao ativa minima tern mais de 
30 polipeptideos. Estudos estruturais por Roger Kornberg 
e colaboradores forneceram uma visao mais detalhada da 
estrutura central da RNA-polimerase II durante o alonga- 
mento (Figura 26-9c). 

Inicia^ao da fita de RNA e distanciamento do promotor A TFIIH 
tern uma fungao adicional durante a fase de iniciagao. A ati¬ 
vidade de cinase em uma de suas subunidades fosforila a 
Pol II em muitos locals no CTD (Figura 26-9a). Varias outras 
proteinas cinases, incluindo a CDK9 (cinase 9 dependente 
de ciclina), que e parte do complexo pTEFb (fator positive b 
de alongamento de transcrigao), tambem fosforilam o CTD, 
principalmente nos residues de Ser da sequencia de repe- 
tigao do CTD. Isso provoca uma mudanga conformacional 
geral no complexo, iniciando a transcrigao. A fosforilagao do 
CTD tambem e importante durante a fase de alongamento 
subsequente, com o estado de fosforilagao do CTD mudan- 
do a medida que a transcrigao prossegue. As mudangas afe- 
tam as interagoes entre o complexo de transcrigao e outras 
proteinas e enzimas, de mode que diferentes conjuntos de 
proteinas sao ligados na iniciagao em vez de em estagios 
posteriores. Algumas dessas proteinas estao envolvidas no 
processamento do transcrito (como descrito a seguir). 

Durante a sintese dos 60 a 70 nucleotideos iniciais de 
RNA, primeiro a TFIIE e entao a TFIIH sao liberadas, e a 
Pol II entra na fase de alongamento da transcrigao. 

Alongamento, termina^ao e Mbera^ao A TFIIF permanece 
associada a Pol II durante o alongamento. Durante esse 
estagio, a atividade da polimerase e bastante estimulada 
por proteinas chamadas de fatores de alongamento (Ta- 
bela 26-2). Os fatores de alongamento, alguns ligados ao 
CTD fosforilado, impedem a pausa durante a transcrigao e 


tambem coordenam as interagoes entre complexes de pro¬ 
teinas envoMdos no processamento pos-transcricional de 
mRNA. Uma vez que o transcrito de RNA esteja complete, 
a transcrigao e encerrrada. A Pol II e desfosforilada e reci- 
clada, pronta para iniciar outro transcrito (Figura 26-9a, 
etapas © a ©). 

Regula^ao da atividade da RNA-polimerase II A regulagao da 
transcrigao nos promotores da Pol II e muito elaborada. 
Ela envolve a interagao de uma grande variedade de outras 
proteinas com o complexo de pre-iniciagao. Algumas dessas 
proteinas regulatorias interagem com fatores de transcri¬ 
gao, outras com a propria Pol II. A regulagao da transcrigao 
e descrita em mais detalhe no Capitulo 28. 


Diversasfun^es da TFIIH Em eucariontes, o reparo de DNA 
danificado (Tabela 25-5) e mais eficiente dentro de genes 
que estao sendo transcritos ativamente do que em outros 
DNA danificados, e a fita-molde e reparada de maneira mais 
eficiente do que a fita nao molde. Essas observagoes im- 
pressionantes sao explicadas pelos papeis alternativos das 
subunidades TFIIH. A TFIIH nao so participa na formagao 
do complexo fechado durante a montagem de um complexo 
de transcrigao (como descrito anteriormente), mas algu¬ 
mas de suas unidades sao tambem componentes essenciais 
do complexo de reparo separado de excisao de nucleoti¬ 
deos (ver Figura 25-25). 

Quando a transcrigao da Pol II para no local de uma 
lesao de DNA, a TFIIH pode interagir com a lesao e 


recrutar todo o complexo de reparo de excisao de nucleoti¬ 
deos. A perda genetica de certas subunidades TFIIH pode 
produzir doengas humanas. Alguns exemplos sao o xero¬ 
derma pigmentoso (ver Quadro 25-1) e a sindrome de Co¬ 
ckayne, caracterizada por interrupgao do crescimento, fo- 
tossensibilidade e disturbios neurologicos. ■ 


A RNA-polimerase DNA-dependente sofre 
inibi^ao seletiva 

0 alongamento das fitas de DNA pela RNA-polimerase tan¬ 
to em bacterias quanto em eucariontes e inibido pelo anti- 
biotico actinomicina D (Figura 26-10). A porgao planar 
dessa molecula se insere (intercala) no DNA de dupla- 
-helice entre pares de bases G=C sucessivos, deformando 
o DNA. Isso impede o movimento da polimerase ao longo do 
molde. Como a actinomicina D inibe o alongamento de RNA 
em celulas intactas, bem como em extratos celulares, ela e 
usada para identificar processes celulares que dependem 
da sintese de RNA. A acridina inibe a sintese de RNA de 
modo semelhante. 

A rifampicina inibe a sintese bacteriana de RNA ao se 
ligar a subunidade j8 das RNA-polimerases bacterianas, im- 
pedindo a etapa da transcrigao de distanciamento do promo¬ 
ter (Figura 26-6). Algumas vezes e usada como antibiotico. 

0 cogumelo Amanita phalloides tern um mecanismo 
de defesa muito eficiente contra predadores. Ele produz 
a-amanitina, que interrompe a formagao de mRNA nas ce¬ 
lulas animals ao bloquear a Pol II e, em concentragoes mais 
altas, a Pol III. Nem a Pol I nem a RNA-polimerase bacteria- 
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Actinomicina D 



(a) 



(b) 


FIGURA 26-10 Actinomicina D e 
acridina, inibidores da transcri- 
^ao do DNA. (a) A porgao sombre- 
ada da actinomicina D e planar e se 
intercala entre dois pares de bases 
sucessivos G=C em urn DNA du¬ 
plex. As duas unidades de peptideos 
ciclicos da actinomicina D se ligam 
ao sulco menor da dupla-helice. Sar- 
cosina (Sar) e A/-metilglicina; meVal e 
metilvalina. A acridina tambem atua 
por intercalagao no DNA. (b) Urn 
complexo de actinomicina D com 
DNA (PDB ID 1 DSC). 0 esqueleto de 
DNA e mostrado em azul, as bases 
sao brancas, a parte intercalada da 
actinomicina (sombreada em (a)) e 
cor de laranja, e o resto da actino¬ 
micina esta em vermelho. 0 DNA e 
curvado como resultado da ligagao 
da actinomicina. 


na e sensivel a a-amanitina - nem o e a RNA-polimerase II 
do proprio A. phalloidesl 

RESUMO 26.1 Smtese de RNA dependente de DNA 

► A transcrigao e catalisada por RNA-poIimerases depen- 
dentes de DNA, que usam ribonucleosideo 5'-trifosfatos 
para sintetizar RNA complementar a fita-molde do DNA 
duplex. A transcrigao ocorre em varias fases: ligagao da 
RNA-polimerase a um sitio de DNA chamado promoter, 
iniciagao da smtese do transcrito, alongamento e termi- 
nagao. 

► A RNA-polimerase bacteriana precisa de uma subunida- 
de especial para reconhecer o promoter. Como primeiro 
passo envolvido na transcrigao, a ligagao da RNA-poli¬ 
merase ao promoter e a iniciagao da transcrigao sao in- 
timamente regulados. A transcrigao para em sequencias 
chamadas terminadores. 

► As celulas eucarioticas tern tres tipos de RNA-poIime¬ 
rases. A ligagao da RNA-polimerase II aos sens promo- 
tores precisa de um conjunto de proteinas chamadas de 
fatores de transcrigao. Os fatores de alongamento par- 
ticipam na fase de alongamento da transcrigao. A maior 
subunidade de Pol II tern um longo dominio carboxil- 
-terminal, que e fosforilado durante as fases de iniciagao 
e alongamento. 

26.2 Processamento de RNA 

Muitas das moleculas de RNA em bacterias e praticamente 
todas as moleculas de RNA em eucariontes sao processadas 
em algum gran apos a smtese. Alguns dos eventos molecula- 
res mais interessantes no metabolismo de RNA ocorrem du¬ 
rante esse processamento pos-sintese. De modo intrigante. 


varias das enzimas que catalisam essas reagoes consistem em 
RNA em vez de proteina. A descoberta desses RNAs cataliti- 
cos, on ribozimas, trouxe uma revolugao no pensamento a 
respeito da fungao do RNA e acerca da origem da vida. 

Uma molecula de RNA recem-sintetizada e chamada de 
um transcrito primario. Talvez o mais extenso processa¬ 
mento de transcritos primaries ocorra nos mRNA de euca¬ 
riontes e em tRNA tanto de bacterias quanto de eucarion¬ 
tes. Os RNAs de fungao especial tambem sao processados. 

0 transcrito primario para um mRNA eucarionte geral- 
mente contem sequencias envolvendo um gene, embora 
as sequencias codificando o polipeptideo possam nao ser 
contiguas. Trechos nao codificantes que interrompem a 
regiao codificadora do transcrito sao chamados introns e 
os segmentos codificadores sao chamados de exons (ver 
discussao de introns e exons no DNA no Capitulo 24). Em 
um processo chamado splicing de RNA, os introns sao 
removidos do transcrito primario e os exons sao ligados 
para formar uma sequencia continua que especifica um po¬ 
lipeptideo funcional. Os mRNAs de eucariontes tambem sao 
modificados em cada extremidade. Um residue modificado 
chamado de quepe 5' e adicionado a extremidade 5'. A ex¬ 
tremidade 3' e clivada e 80 a 250 residues A sao adiciona- 
dos para criar uma “cauda” poIi(A). Os complexes proteicos 
algumas vezes elaborados que executam cada uma dessas 
tres reagoes de processamento de mRNA nao operam in- 
dependentemente. Eles parecem ser organizados em asso- 
ciagao uns com os outros e com o CTD fosforilado da Pol II; 
cada complexo afeta a fungao dos outros. As proteinas en- 
voMdas no transporte de mRNA para o citoplasma tambem 
sao associadas ao mRNA no nucleo, e o processamento do 
transcrito e acoplado ao sen transporte. De fato, um mRNA 
eucarionte, a medida que e sintetizado, e codificado em 
um complexo elaborado envolvendo duzias de proteinas. 
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A composigao do complexo varia a medida que o transcri- 
to primario e processado, transportado para o citoplasma e 
entregue ao ribossomo para tradugao. As protemas asso- 
ciadas modulam todos os aspectos da fungao e destino do 
mRNA. Esses processos sao destacados na Figura 26-11 e 
descritos em mais detalhe a seguir. 

Os transcritos primarios dos tRNAs bacteriano e de eu- 
cariontes sao processados pela remogao de sequencias de 
cada extremidade (clivagem) e em alguns poucos cases 
pela remogao dos mtrons (splicing^. Muitas bases e agu- 
cares em tRNAs tambem sao modificados; tRNAs maduros 
sao repletos de bases incomuns nao encontradas em outros 
acidos nucleicos (ver Figura 26-22). Muitos dos RNA de 
fungao especial tambem passam por processamento elabo- 
rado, frequentemente envolvendo a remogao de segmentos 
de uma ou ambas extremidades. 

0 destino final de qualquer RNA e sua completa e con- 
trolada degradagao. A taxa de reposigao dos RNA desempe- 
nha um papel critico na determinagao dos sens niveis esta- 
cionarios e a taxa na qual as celulas podem interromper a 
expressao de um gene cujo produto nao e mais necessario. 
Durante o desenvoMmento de organismos multicelulares, 
por exemplo, certas protemas devem ser expressas apenas 
em um estagio, e o mRNA que codifica tal proteina deve ser 
produzido e destruido nos tempos adequados. 

Os mRNAs de eucariontes recebetn um quepe na 
extremidades' 

A maioria dos mRNAs de eucariontes tern um quepe 5', um 
residue de 7-metilguanosina ligado ao residue do terminal 5' 



FIGURA 26-11 Forma^ao do transcrito primario e seu processamento 
durante a matura^ao do mRNA em uma celula eucarionte. 0 quepe 
5' (vermelho) e adicionado antes que a sintese do transcrito primario esteja 
completa. Uma sequencia terminal nao codificadora (intron) e mostrada em 
cor de laranja apos o ultimo exon. 0 splicing pode ocorrer tanto antes quan¬ 
to depois das etapas de clivagem e poliadenilaqao.Todos os processos aqui 
mostrados ocorrem no nucleo. 


do mRNA por meio de uma rara ligagao trifosfato 5',5'-trifos- 
fato (Figura 26-12). 0 quepe 5' ajuda a proteger o mRNA 
das ribonucleases. Ele tambem se liga a um complexo de pro- 
teinas ligadoras de quepe especifico e participa da ligagao do 
mRNA ao ribossomo para iniciar a tradugao (Capitulo 27). 

0 quepe 5' e formado pela condensagao de uma molecu- 
la de GTP com o trifosfato na extremidade 5' do transcrito. 
Em seguida, a guanina e metilada no N-7, e grupos metil 
adicionais sao frequentemente adicionados as hidroxilas 2' 
do primeiro e segundo nucleotideos adjacentes ao quepe 
(Figura 26-12a). Os grupos metil sao derivados da A-ade- 
nosilmetionina. Todas essas reagoes ocorrem logo no ini- 
cio da transcrigao, apos a adigao dos primeiros 20 a 30 nu¬ 
cleotideos do transcrito. Todas as tres enzimas de adigao 
do quepe, e, por meio delas, a extremidade 5' do proprio 
transcrito, sao associadas ao CTD da RNA-polimerase II ate 
que o quepe seja sintetizado. A extremidade 5' com quepe 
e entao liberada das enzimas de adigao do quepe e ligada 
pelo complexo ligador de quepe (Figura 26-12c). 

Tanto mtrons quanto exons sao transcritos de 
DNA para RNA 

Em bacterias, uma cadeia polipeptidica e geralmente codifica- 
da por uma sequencia de DNA que e colinear com a sequencia 
de aminoacido, continuando ao longo do molde de DNA sem 
interrupgao ate que a informagao necessaria para especificar 
0 polipeptideo seja completa. Entretanto, a nogao de que to- 
dos os genes sejam continues foi desmentida em 1977 quando 
Phillip Sharp e Richard Roberts descobriram independente- 
mente que muitos genes para polipeptideos em eucariontes 
sao interrompidos por sequencias nao codificadoras (introns). 

A grande maioria dos genes em vertebrados contem 
introns; entre as poucas excegoes estao aqueles que co- 
dificam histonas. A ocorrencia de introns em outros euca¬ 
riontes varia. Muitos genes na levedura Saccharomyces 
cerevisiae nao apresentam introns, embora em algumas 
outras especies de leveduras os introns sejam mais comuns. 
Os introns tambem sao encontrados em alguns poucos ge¬ 
nes bacterianos e de arqueobacterias. Os introns do DNA 
sao transcritos junto com o resto do gene pelas RNA-poli- 
merases. Os introns no transcrito de RNA primario sofrem 
splicing, e os exons sao entao ligados para formar um RNA 
maduro funcional. Em mRNA de eucariontes, a maioria dos 
exons tern menos de 1.000 nucleotideos de comprimento, 
com varios na faixa de tamanho de 100 a 200 nucleotideos, 
codificando trechos de 30 a 60 aminoacidos no interior de 
um polipeptideo mais longo. Os introns variam de tamanho 
de 50 a 20.000 nucleotideos. Os genes dos eucariontes su- 
periores, incluindo humanos, tern caracteristicamente mui- 
to mais DNA destinado a introns do que a exons. Muitos 
genes tern introns; alguns tern duzias deles. 

0 RNA catalisa o splicing de mtrons 

Ha quatro classes de introns. As primeiras duas, os introns 
do grupo I e do grupo II, diferem em detalhes dos sens me- 
canismos de splicing, mas compartilham uma caracteris- 
tica surpreendente: eles sofrem autosplicing - nenhuma 
enzima proteica esta envolvida. Os introns do grupo I sao 
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FIGURA 26-12 OquepeS'domRNA. (a) A 7-metilguanosina (m^G) e liga- 
da a extremidade 5' de quase todos os mRNAs de eucariontes em uma ligaqao 
incomum 5',5'-trifosfato. Os grupos metil (cor salmao) sao frequentemente 
encontrados na posiqao 2' do primeiro e segundo nucleotideos. Os RNAs em 
celulas de leveduras nao apresentam os grupos metil 2'. 0 grupo metil 2' no 


segundo nucleotideo e geralmente encontrado apenas em RNA de celulas de 
vertebrados. (b) A produqao do quepe 5' envolve quatro a cinco etapas sepa- 
radas (adoHcy e S-adenosil-homocisteina). (c) A sintese do quepe e feita por 
enzimas presas ao CTD da Pol II. 0 quepe permanece preso ao CTD por meio 
de uma associaqao com o complexo de ligaqao do quepe (CBC). 


encontrados em alguns genes nucleares, mitocondriais e 
de cloroplastos que codificam rRNAs, mRNAs e tRNAs. In- 
trons do grupo II sao geralmente encontrados em transcri- 
tos primaries de mRNAs mitocondriais on de cloroplastos 
em fungos, algas e plantas. Os introns do grupo I e grupo 
II tambem sao encontrados entre os raros exemplos de in- 
trons em bacterias. Nenhuma das classes precisa de um 
cofator de alta energia (tal como o ATP) para o splicing. 
Os mecanismos de splicing em ambos os grupos envol- 
vem duas etapas de reagoes de transesterificagao (Figura 
26-13), em que um grupo ribose 2' on 3'-hidroxiIa faz um 
ataque nucleofilico em um fosforo e uma nova ligagao fos- 
fodiester e formada as custas da antiga, mantendo o equi- 
librio de energia. Essas reagoes sao muito semelhantes as 
reagoes de quebra e religagao do DNA promovidas pelas 
topoisomerases (ver Figura 24-20) e recombinases sitio- 
-especificas (ver Figura 25-37). 

A reagao de splicing do grupo I precisa de um nucleo- 
sideo guanina ou de um cofator nucleotideo, mas o cofator 


nao e usado como uma fonte de energia; em vez disso, o 
grupo 3'-hidroxiIa da guanosina e usado como um nucle- 
ofilo na primeira etapa da via do splicing. 0 grupo 3'-hi- 
droxila da guanosina forma uma ligagao 3',5'-fosfodiester 
normal com a extremidade 5' do intron (Figura 26-14). A 
3'-hidroxiIa do exon que e deslocada nessa etapa age entao 
como um nucleofilo em uma reagao semelhante na extre¬ 
midade 3' do intron. 0 resultado e a remogao precisa do 
intron e ligagao dos exons. 

Nos introns do grupo II, o padrao de reagao e semelhan¬ 
te exceto pelo nucleofilo na primeira etapa, que nesse caso 
e o grupo 2'-hidroxiIa de um residue A dentro do intron 
(Figura 26-15). Uma estrutura em lago ramificado e for¬ 
mada como um intermediario. 

Introns que sofrem autosplicing foram descobertos 
pela primeira vez em 1982 em estudos do mecanismo de 
splicing do intron do grupo I do rRNA do protozoario ci- 
liado Tetrahymena thermophila, realizado por Thomas 
Cech e colaboradores. Esses pesquisadores transcreveram 

























1072 DAVID L. NELSON & MICHAEL M. COX 


FIGURA 26-13 Rea^ao de transesteri- 
fica^ao. E mostrada aqui a primeira etapa 
do splicing de duas etapas dos introns do 
grupo I. Nesse exemplo, a OH 3' de uma 
molecula de guanosina atua como urn 
nucleofilo, atacando a ligaqao fosfodiester 
entre os residuos U e A em uma junqao 
exon-intron de uma molecula de mRNA (ver 
Figura 26-14). 


5' 





o DNA isolado de Tetrahyme- 
na (incluindo o intron) in vi¬ 
tro usando a RNA-polimerase 
bacteriana purificada. 0 RNA 
resultante sofreu autosplicing 
de mode precise sem quaisquer 
proteinas enzimaticas da Te- 
trahymena. A descoberta de 
que os RNA poderiam ter fun- 
goes cataliticas foi um marco 
historico na nossa compreensao 
Thomas Cech dos sistemas biologicos. 


A maioria dos introns ndo sofre autosplicing e esses 
tipos nao sao designados com um numero de grupo. A ter- 
ceira e maior classe de introns inclui aqueles encontrados 
nos transcritos primaries de mRNA nuclear. Sao chamados 
de introns do spliceossomo, pois sua remogao e catalisa- 
da per um grande complexo proteico chamado spliceosso- 
mo e ocorre no sen interior. Dentro do spliceossomo, os 
introns sofrem splicing pelo mesmo mecanismo formador 
de lago que os introns do grupo II. 0 spliceossomo e com- 
posto por complexes de RNA-proteinas especializados, pe- 
quenas ribonucleoproteinas nucleares (snRNP, frequente- 
mente pronunciada ''snurp''^. Cada snRNP contem uma 



Intron 


Transcrito 

primario 

Exon 5' 

5' - UpA 


GpU- 


Exon 3' 


[pg]-|oh: 


A 3' OH da guanosina 
atua como um nucleofilo, 
atacando o fosfato no 
s\t\o de splicing 5'. 


|pGpA[ 


Intermediario 


5'= 


,U - OH 


GpU = 


RNA apos splicing 



A 3' OH do exon 5' se 
torna o nucleofilo, 
completando a reagao. 


5 '^ 


UpU 


3' 


FIGURA 26-14 Mecanismo de splicing de mtrons do grupo I. 

0 nucleofilo na primeira etapa pode ser a guanosina, GMP, GDP ou 
GTR 0 intron que sofre splicing acaba degradado. 


G—OH 3' 





























PRINCIPIOS DE BlOQUIMICA DE LEHNINGER 1073 


Intron 




FIGURA 26-15 O mecanismo de splicing dos mtrons 
do grupo II. A quimica e semelhante aquela do splicing 
dos introns do grupo I, exceto pela identidade do nucleo- 
filo na primeira etapa eformaqao de um intermediario em 
laqo, em que um ramo e uma ligaqao fosfodiester 2',5'. 


classe de RNA eucarionte, de 100 a 200 nucleotideos de 
comprimento, conhecida como RNAs nucleares peque- 
nos (snRNA). Cinco snRNA (Ul, U2, U4, U5 e U6) envoM- 
dos nas reagoes de splicing sao geralmente encontrados 
em abundancia nos nucleos de eucariontes. Os RNA e as 
protemas nos snRNP sao altamente conservados em euca¬ 
riontes, de leveduras a humanos. ^ Splicing do mRHk 

Os mtrons do spliceossomo geralmente tern a sequen- 
cia de dinucleotideos GU na extremidade 5' e AG na extre- 
midade 3', e essas sequencias marcam os sitios em que o 
splicing ocorre. 0 snRNA Ul contem uma sequencia com- 
plementar as sequencias proximas do sitio de splice 5' dos 
mtrons do mRNA nuclear (Figura 26-16a), e snRNP Ul 
se liga a essa regiao no transcrito primario. A adigao dos 
snRNP U2, U4, U5 e U6 leva a formagao do spliceossomo 
(Figura 26-16b). Os snRNP juntos contribuem com cinco 
RNA e cerca de 50 protemas para o nucleo do spliceos¬ 
somo, uma reuniao supramolecular quase tao complexa 
quanto o ribossomo (descrita no Capitulo 27). Talvez 50 
protemas adicionais sejam associadas ao spliceossomo em 
diferentes estagios no processo de splicing, com algumas 
dessas protemas tendo multiplas fungoes: no splicing, 
transporte de mRNA para o citoplasma, tradugao e na de- 
gradagao final do mRNA. 0 ATP e necessario para a mon- 


tagem do spliceossomo, mas as reagoes de clivagem-liga- 
gao do RNA nao parecem precisar de ATP. Alguns mtrons 
de mRNA sofrem splicing por um tipo menos comum de 
spliceossomo, no qual os snRNP Ul e U2 sao substituidos 
pelos snRNP Ull e U12. Enquanto os spliceossomos con- 
tendo Ul e U2 removem mtrons com sequencias terminais 
(5')GU e AG(3'), como mostrado na Figura 26-16, os spli¬ 
ceossomos que contem Ull e U12 removem um tipo raro 
de mtrons que tern sequencias terminais (5')AU e AC (3') 
para marcar os sitios de splice nos mtrons. Os spliceosso¬ 
mos usados no splicing do RNA nuclear podem ter evo- 
luido de mtrons de grupo II mais antigos, com os snRNP 
substituindo os dommios cataliticos dos sens ancestrais 
que sofrem auto splicing. 

Alguns dos componentes do aparato de splicing estao 
presos ao CTD da RNA-polimerase II, indicando que o spli¬ 
cing, como outras reagoes de processamento de RNA, e 
fortemente coordenado com a transcrigao (Figura 26-16c). 
Assim que a primeira jungao splice e sintetizada, ela e liga- 
da por um spliceossomo preso. A segunda jungao splice e 
entao capturada por esse complexo a medida que ela passa, 
facilitando a justaposigao das extremidades do intron e o 
processo de splicing subsequente. Apos o splicing, o in- 
tron permanece no nucleo e e depois degradado. 






















U1 U2 



(b) 


FIGURA 26-16 Mecanismo de splicing nos transcritos do mRNA pri- 
mario. (a) Interagoes de pareamento do RNA na montagem dos com- 
plexos de spliceossomos. 0 snRNA U1 tern uma sequencia proxima de sua 
extremidade 5' que e complementar ao sitio de splicing na extremidade 5' 
do intron. 0 pareamento de bases do U1 com essa regiao ajuda a definir o 
sitio de splicing 5' durante a formaqao do spliceossomo {ipea pseudouridina; 
ver Figura 26-22). 0 U2 e pareado ao intron em uma posiqao que envolve o 
residue A (sombreado em cor salmao) que se torna o nucleofilo durante a 
reaqao de splicing. 0 pareamento de bases do snRNA U2 provoca a formaqao 
de uma protuberancia que desloca e ajuda a ativar o adenilato, cuja 2' OH 
formara a estrutura em laqo por meio de ligaqao fosfodiester 2',5'. 


(b) Montagem dos spliceossomos. Os snRNP U1 e U2 se ligam, en- 
tao os snRNP restantes (complexo U4-U6 e U5) se ligam para formar urn 
spliceossomo inativo. Os rearranjos internes convertem essa especie em urn 
spliceossomo ativo no qual U1 e U4 foram expulsos e U6 esta pareado tanto 
com o sitio de splicing 5' quanto com U2. Em seguida ocorrem as etapas 
cataliticas, que sao semelhantes aquelas do splicing dos introns do grupo II 
(ver Figura 26-15). 

(c) A coordenaqao do splicing e a transcriqao fazem os dois sites de 
splicing ficarem juntos. Mais detalhes no texto. 0 spliceossomo e muito maior 
do que indicado aqui. 
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A quarta classe de introns, encontrada em certos tRNA, 
se distingue dos introns dos grupos I e II pelo fato da rea- 
gao de splicing precisar de ATP e de uma endonuclease. A 
endonuclease de splicing diva as ligagoes fosfodiester em 
ambas as extremidades do intron, e os dois exons sao liga- 
dos por um mecanismo semelhante a reagao da DNA-ligase 
(ver Figura 25-16). 

Embora os introns do spliceossomo paregam ser limi- 
tados a eucariontes, as outras classes de introns nao o sao. 
Genes com introns dos grupos I e II foram agora encontra- 
dos tanto em bacterias quanto em virus bacterianos. 0 bac- 
teriofago T4, por exemplo, tern varios genes codificadores 
de proteinas com introns do grupo I. Os introns podem ser 
mais comuns em arqueobacterias do que em bacterias. 

Os mRNA de eucariontes tern uma estrutura da 
extremidadeS' caracteristica 

Na sua extremidade 3', a maioria dos mRNAs eucarioticos 
tern um filamento de 80 a 250 residues A, que perfazem a 
cauda poli(A). Essa cauda serve como um sitio de ligagao 
para uma on mais proteinas especificas. A cauda poli(A) e 
suas proteinas associadas provavelmente ajudam a proteger 
o mRNA de destruigao enzimatica. Muitos mRNAs bacte¬ 
rianos tambem adquirem caudas poli(A), mas essas caudas 
estimulam a destruigao do mRNA em vez de protege-lo da 
degradagao. 

A cauda de poli(A) e adicionada em um processo de 
varias etapas. 0 transcrito se estende alem do local em 
que a cauda de poli(A) deve ser adicionada, e clivado no 
local de adigao da poll (A) por um componente de endo¬ 
nuclease de um grande complexo enzimatico, novamente 
associado ao CTD da RNA-polimerase II (Figura 26-17). 
0 local do mRNA em que a clivagem ocorre e marcado 
por dois elementos de sequencia: a sequencia altamente 
conservada (5')AAUAAA(3'), de 10 a 30 nucleotideos no 
lado 5' (a montante) do sitio de clivagem, e uma sequen¬ 
cia menos bem definida rica em residues de G e U, de 20 
a 40 nucleotideos abaixo do local da clivagem. A clivagem 
gera o grupo livre 3'-hidroxila que define a extremidade 
do mRNA, a qual os residues A sao imediatamente adi- 
cionados pela polimerase poliadenilada, que catalisa a 
reagao 

RNA + rz.ATP-> RNA - (AMP)^ + nFF, 

em que = 80 a 250. Essa enzima nao precisa de um molde 
mas exige o mRNA clivado como um iniciador. 

0 processamento geral de um tipico mRNA eucarionte 
e resumido na Figura 26-18. Em alguns cases a regiao 
codificadora de polipeptideos do mRNA tambem e modi- 
ficada pela “editoragao” do RNA (mais detalhes na Segao 
27.1). Essa editoragao inclui processes que adicionam ou 
excluem bases nas regioes codificadoras dos transcritos 
primaries ou que mudam a sequencia (p. ex., pela desami- 
nagao enzimatica de um residue C para criar um residue 
U). Um exemplo particularmente drastico ocorre em tripa- 
nossomas, que sao protozoarios parasitas: grandes regioes 
de um mRNA sao sintetizadas sem qualquer uridilato, e os 
residues U sao inseridos posteriormente por editoragao do 
RNA. 



Diregao de 
transcri^ao 


5' 


AAUAAA 


AAA(A)^—OH(3') 


FIGURA 26-17 Adigao da cauda de poli(A) ao transcrito do RNA pri- 
mario de eucariontes. A Pol II sintetiza RNA alem do segmento do trans¬ 
crito contendo as sequencias de sinalizaqao de clivagem, incluindo a alta¬ 
mente conservada sequencia a montante (5')AAUAAA. Essa sequencia de 
sinalizaqao de clivagem esta ligada por um complexo enzimatico que inclui 
uma endonuclease, uma poliadenilato-polimerase, e varias outras proteinas 
multisubunidades envolvidas no reconhecimento de sequencias, estimula- 
qao da clivagem e regulaqao do comprimento da cauda de poli(A), todos 
ligados ao CTD. O 0 RNA e clivado pela endonuclease em um ponto 10 a 
30 nucleotideos 3' (para baixo) da sequencia AAUAAA. @ A poliadenilato- 
-polimerase sintetiza uma cauda poli(A) de 80 a 250 nucleotideos de compri¬ 
mento, comeqando no sitio de clivagem. 


Um gene pode dar origem a multiples produtos por meio 
do processamento diferencial do RNA 

Um dos paradoxes da genomica moderna e que a comple- 
xidade aparente dos organismos nao se correlaciona com o 
numero de genes codificadores de proteinas ou mesmo com 
a quantidade de DNA genomico. Entretanto, o foco tradi- 
cional em genes codificadores de proteinas ignora a com- 
plexidade do transcriptoma de um organismo. A medida 
que as fungoes do RNA sao melhor compreendidas, novas 
complexidades genomicas se tornam aparentes. 

Alguns transcritos de mRNA de eucariontes produzem 
apenas um mRNA maduro e um polipeptideo correspon- 
dente, mas outros podem ser processados de mais de uma 
maneira para produzir diferentes mRNAs e, portanto, dife- 
rentes polipeptideos. 0 transcrito primario contem sinais 
moleculares para todas as vias de processamento alterna- 
tivo e a via favorecida em uma celula e determinada por 
fatores de processamento, proteinas ligadoras de RNA que 
promovem uma via particular. 
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FIGURA 26-18 Visao geral do processamento de um mRNA eucarion- 

te. 0 gene da ovalbumina, mostrado aqui, tern introns A a G e exons 1 a 7 e 
L (o L codifica uma sequencia de peptideo sinalizador que tern como alvo a 
proteina de exportaqao da celula; ver Figura 27-38). Cerca de tres quartos do 


RNA sao removidos durante o processamento. A Pol II estende o transcrito 
primario bem alem da clivagem e do sitio de poliadenilaqao ("RNA extra") 
antes de terminar a transcriqao. Os sinais de terminaqao para a Pol II ainda 
naoforam definidos. 


Transcritos complexos podem ter ou mais de um sitio 
de clivagem e poliadenilagao ou padroes de splicing alter¬ 
natives, ou ambos. Se ha dois ou mais sitios de clivagem e 
poliadenilagao, o uso daquele mais proximo da extremida- 
de 5' ira remover mais da sequencia do transcrito primario 
(Figura 26-19a). Esse mecanismo, chamado de escolha do 


sitio de poll (A), produz diversidade nos dominies variaveis 
das cadeias pesadas da imunoglobulina (ver Figura 25-42). 
Padroes de splicing alternatives (Figura 26-19b) produ- 
zem, a partir de um transcrito primario comum, tres for¬ 
mas diferentes da cadeia pesada da miosina em diferentes 
estagios do desenvolvimento da mosca-da-fruta. Os dois 
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FIGURA 26-19 Dois mecanismos para o processamento alternativo droes de splicing alternative. Dois sitios 3' diferentes de splicing sao mostra- 
dos transcritos complexos em eucariontes. (a) Padroes de clivagem dos. Em ambos os mecanismos, mRNA maduros diferentes sao produzidos a 
alternativa e poliadenilaqao. Dois sitios poli(A), A^ e A^, sao mostrados. (b) Pa- partir do mesmo transcrito primario. 
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FIGURA 26-20 Processamento alternative do 
transcrito do gene da calcitonina em rates. 0 

transcrito primario tern dois sitios poli(A); urn pre- 
domina no cerebro, o outro na tireoide. No cerebro 
o splicing elimina o exon da calcitonina (exon 4); na 
tireoide este exon e mantido. Os peptideos resultan- 
tes sao processados adicionalmente para fornecer 
os produtos hormonais finals: peptideo relacionado 
ao gene da calcitonina (CGRP) no cerebro e calcito¬ 
nina na tireoide. 


Tradu^ao 



A^ao da 
protease 

Calcitonina 


Tradu^ao 



A^ao da 
protease 


CGRP 


mecanismos ocorrem quando um unico transcrito de RNA 
e processado de modo diferente para produzir dois hormo- 
nios diferentes: o hormonio regulador de calcio calcitonina 
na tireoide de rates e o peptideo relacionado ao gene da 
calcitonina (CGRP) no cerebro do rate (Figura 26-20). Ha 
varies padroes adicionais de splicing alternative (Figura 
26-21). Muitos, talvez a maioria, dos genes nos genomas 
de mamiferos estao sujeitos a splicing alternative, aumen- 
tando substancialmente o numero de proteinas codificadas 
pelos genes. Os mesmos processes desempenham um papel 
bem menor nos eucariontes inferiores, com apenas alguns 
ponces genes sujeitos a splicing alternative nas leveduras. 

RNA ribossomais e tRNAs tambem sofrem processamento 

0 processamento pos-transcricional nao e limitado ao 
mRNA. Os RNAs ribossomais de bacterias, arqueobacte- 
rias e celulas eucariontes sao feitos de precursores maiores 
chamados de RNAs pre-ribossomais, on pre-rRNAs. Os 
RNAs transportadores sao do mesmo modo derivados de 
precursores maiores. Estes RNAs tambem podem contar 
varies nucleosideos modificados; alguns exemplos sendo 
mostrados na Figura 26-22. 


FIGURA 26-21 Resumo dos padroes de splicing. Os exons sao mostra¬ 
dos em tons de verde, e introns/regioes nao traduzidas como linhas ama- 
relas. Posigoes em que a poliadenosina sera adicionada sao marcadas com 
asteriscos. Os exons ligados em um esquema de splicing particular sao li- 
gados com linhas pretas. Os padroes alternatives de ligagao acima e abaixo 
do transcrito levam a produtos de mRNA resultantes de splicing superiores 
e inferiores, respectivamente. Nos produtos, caixas vermelhas e alaranjadas 
representam as regioes de quepe 5' e 3' nao traduzidas, respectivamente. 


RNAs ribossomais Em bacterias, rRNAs 16S, 23S e 5S (e 
alguns tRNAs, embora a maioria deles seja codificada em 
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4-Tiouridina (S U) 




1-Metilguanosina (m^G) 



A/^-lsopenteniladenosina (i^A) 


0 0 o 



Ribotimidina (T) Pseudouridina {if/) 


Di-hidrouridina (D) 


FIGURA 26-22 Algumas bases modificadas de rRNA e tRNA, produ- 
zidas em reaves pos-transcricionais. Os simbolos padrao sao mostra- 
dos entre parenteses. Observe o ponto de ligapao incomum da ribose na 
pseudouridina. Isso e apenas uma pequena amostragem dos 96 nucleosi- 


deos modificados que ocorrem em diferentes especies de RNA, com 81 tipos 
diferentes conhecidos em tRNA e 30 observados ate agora em rRNA. Uma 
lista completa dessas bases modificadas pode ser encontrada no banco de 
dados de modificapao do RNA (http://rna-mdb.cas.albany.edu/RNAmods/). 


outro lugar) surgem a partir de um unico precursor de 
RNA SOS de cerca de 6.500 nucleotideos. Sao removidos 
durante o processamento RNA de ambas as extremidades 
do precursor SOS e segmentos encontrados entre os rRNAs 
(Figura 26-23). Os rRNAs 16S e 2SS contem nucleosideos 
modificados. EmE. coli, as 11 modificagoes no rRNA 16S 
incluem uma pseudopurina e 10 nucleosideos metilados na 
base, no grupo 2'-hidroxila ou em ambos. 0 rRNA 2SS tern 
10 pseudopurinas, 1 di-hidrouridina e 12 nucleosideos me¬ 
tilados. Em bacterias, cada modificagao e geralmente cata- 
lisada por uma enzima diferente. As reagoes de metilagao 
usam a A-adenosilmetionina como cofator. Nenhum cofator 
e necessario para a formagao de pseudouridina. 


0 genoma da E. coli codifica sete moleculas pre-rRNA. 
Todos esses genes sao essencialmente regioes codificado- 
ras identicas de rRNA, mas diferem nos segmentos entre 
essas regioes. 0 segmento entre os genes de rRNA 16S e 
23S geralmente codificam um ou dois tRNA, com diferen¬ 
tes tRNA produzidos a partir de diferentes transcritos de 
pre-rRNA. As sequencias de codificagao para tRNA tambem 
sao encontradas no lado 3' do rRNA 5S em alguns transcri¬ 
tos precursores. 

A situagao em eucariontes e mais complicada. Um 
transcrito do pre-rRNA 45S e sintetizado pela RNA-poli- 
merase I e processado no nucleolo para formar os rRNA 
18S, 28S e 5,8S caracteristicos dos ribossomos de euca- 
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pre-RNA 
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165 tRNA 235 55 

(45) 
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Metilapao e pseudouridina ou 
conversao de di-hidrouridina 


1 3 


3 



e 


Clivagem 


Intermediaries 






oni n rr 

175 

tRNA 

1 1 III 1 1 1 : ll ll If 1 1 

255 

55 


e 


Nucleases 


e 


Nucleases 


RNAs maduros 


— ^ni — r 

165 rRNA 



tRNA 235 rRNA 


55 rRNA 


FIGURA 26-23 Processamento dos transcritos 
de pre-rRNA em bacterias. O Antes da clivagem, o 
precursor do RNA 305 e metilado em bases especificas 
(marcas de escala cor-de-rosa) e alguns residues de 
uridina sao convertidos em pseudouridina (marcas de 
escala azuis) ou residues de di-hidrouridina (marcas de 
escala pretas). As reagoes de metilagao sao de multiples 
tipos, alguns ocorrendo em bases e alguns em grupos 
2'-hidroxila. @ A clivagem libera precursores de rRNAs e 
tRNAs. A clivagem nos pontos marcados 1,2 e 3 e reali- 
zada pelas enzimas RNase III, RNase P, e RNase E, respec- 
tivamente. Como discutido posteriormente no texto, a 
RNase P e uma ribozima. © Os produtos finals rRNA 165, 
rRNA 235 e rRNA 55 resultam da agao de uma variedade 
de nucleases especificas. As sete copias do gene para o 
pre-rRNA no cromossomo da E. coli diferem em numero, 
localizagao e identidade dos tRNAs incluidos no transcri¬ 
to primario. Algumas copias do gene tern segmentos de 
genes de tRNAs adicionais entre os segmentos de rRNA 
165 e 235 e na extremidade 3' do transcrito primario. 
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riontes (Figura 26-24). Como nas bacterias, o processa- 
mento inclui reagoes de clivagem mediadas por endo ou 
exorribonucleases e reagoes de modificagao de nucleo- 
sideos. Alguns pre-RNAs tambem incluem mtrons que 
devem sofrer splicing. Todo o processo e iniciado no nu- 
cleolo, em grandes complexos que se reunem no precursor 
de rRNA a medida que ele e sintetizado pela Pol 1. Ha uma 
forte ligagao entre a transcrigao de rRNA, maturagao de 


Nucleolo 


Pre-ribossomo 90S 





40S 60S 



FIGURA 26-24 Processamento dos transcritos de pre-rRNA em ver- 
tebrados. Durante a transcrigao, o transcrito primario 45S e incorporado 
em urn complexo pre-ribossomal 90S nucleolar, em que o processamen¬ 
to do rRNA e a montagem do ribossomo sao fortemente associados. O 0 
precursor 45S e metilado em mais de 100 dos seus 14.000 nucleotideos, ou 
nas bases ou nos grupos 2'-OH (marcas cor-de-rosa), algumas uridinas sao 
convertidas em pseudouridinas (marcas azuis) e algumas poucas outras mo- 
dificagoes ocorrem (marcas verdes sao di-hidrouridinas). 0 e 0 Uma serie de 
clivagens enzimaticas do precursor 45S produz os rRNA 18S, 5,8S e 28S, e as 
subunidades ribossomais gradualmente ganham forma com a montagem 
das proteinas ribossomais. As reagoes de clivagem e todas as modificagoes 
precisam de pequenos RNA nucleolares (snoRNA) encontrados em comple¬ 
xos proteicos (snoRNP) no nucleolo que lembram os spliceossomos. 0 rRNA 
5S e produzido separadamente. 


rRNA e montagem do ribossomo no nucleolo. Cada com¬ 
plexo inclui as ribonucleases que clivam o precursor de 
rRNA, as enzimas que clivam bases especificas e grande 
numero de RNA nucleolares pequenos, ou snoRNA, 
que guiam a modificagao de nucleosideos e algumas rea¬ 
goes de clivagem, e proteinas ribossomais. Em leveduras, 
todo o processo envolve o pre-rRNA, mais de 170 protei¬ 
nas nao ribossomais, um conjunto de snoRNA para cada 
modificagao de nucleosideos (cerca de 70 no total, uma 
vez que alguns snoRNAs guiam dois tipos de modifica¬ 
goes) e as 78 proteinas ribossomais. Os seres humanos 
tern um numero ainda maior de nucleosideos modificados, 
cerca de 200, e um numero maior de snoRNA associados. 
A composigao dos complexos pode mudar a medida que 
os ribossomos sao montados e varios dos complexos inter- 
mediarios podem competir em complexidade com o pro- 
prio ribossomo e as snRNPs. 0 rRNA 5S da maioria dos 
eucariontes e produzido como um transcrito inteiramente 
separado por uma polimerase diferente (Pol III). 

As modificagoes de nucleosideos mais comuns nos 
rRNAs de eucariontes sao, mais uma vez, a conversao de uri- 
dina em pseudouridina e metilagao de nucleosideos depen- 
dente de adoMet (frequentemente em grupos 2'-hidroxila). 
Essas reagoes dependem de complexos de proteinas snoR¬ 
NA, ou snoRNP, cada um consistindo em um snoRNA e 
quatro ou cinco proteinas, que inclui a enzima que provoca a 
modificagao. Ha duas classes de proteinas snoRNPs, ambas 
definidas pelos elementos de sequencia chave conservados 
denominados por caixas com letras. As snoRNPs da caixa H/ 
AC A estao envolvidas na pseudouridililagao, e as snoRNPs 
da caixa C/D funcionam nas metilagoes 2'-0. Ao contrario 
da situagao em bacterias, a mesma enzima pode participar 
de modificagoes em varios locais, guiadas pelos snoRNAs. 

Os snoRNAs tern de 60 a 300 nucleotideos de compri- 
mento. Muitos sao codificados no interior dos introns e 
de outros genes e cotranscritos com aqueles genes. Cada 
snoRNA inclui uma sequencia de 10 a 21 nucleotideos que 
e perfeitamente complementar a algum local em um rRNA. 
Os elementos da sequencia conservada no resto do snoRNA 
se dobra em estruturas que sao ligadas pelas proteinas 
snoRNP (Figura 26-25). 

RNAs transportadores A maioria das celulas tern de 40 a 50 
tRNAs diferentes, e as celulas eucariontes tern multiplas 
copias de varios genes de tRNA. Os RNAs transportadores 
sao derivados de precursores de RNA mais longos pela re- 
mogao enzimatica de nucleotideos das extremidades 5'e 3' 
(Figura 26-26). Em eucariontes, os introns estao presen- 
tes em poucos transcritos de tRNA e devem ser retirados. 
Quando dois ou mais tRNAs diferentes estao contidos em 
um unico transcrito primario, eles sao separados por cliva¬ 
gem enzimatica. A endonuclease RNase P, encontrada em 
todos os organismos, remove o RNA na extremidade 5' dos 
tRNAs. Essa enzima contem tanto proteina quanto RNA. 0 
componente de RNA e essencial para sua atividade e em 
celulas bacterianas ele pode desempenhar sua fungao de 
processamento com precisao mesmo sem o componen¬ 
te proteico. A RNase P e, portanto, outro exemplo de um 
RNA catalitico, como descrito com mais detalhe a seguir. A 
extremidade 3' dos tRNAs e processada por uma ou mais 
nucleases, incluindo a exonuclease RNase D. 





















































1080 DAVID L. NELSON & MICHAEL M. COX 


snoRNA 


Caixa D^A 


rRN; 



•5' 

Caixa ACA 

^ ACAi NNN —OH (3'; 


(a) 
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FIGURA 26-25 Fun^ao dos snoRNAs em guiar 
a modifica^ao do rRNA. (a) Pareamento do RNA 
com os snoRNAs da caixa C/D para guiar as reagoes 
de metilagao. Os sitios de metilagao no rRNA-alvo 
(verde-escuro) estao nas regioes pareadas com o 
snoRNA C/D. As sequencias caixa altamente con- 
servadas C e D (e C9 e D9) sao sitios de ligagao 
para proteinas que compoem o maior snoRNR (b) 
Pareamento do RNA com snoRNA da caixa H/ACA 
para guiar pseudouridililagoes. Os sitios de conver- 
sao da pseudouridina no rRNA-alvo (segmentos 
verdes) estao novamente nas regioes pareadas 
com o snoRNA, e as sequencias da caixa H/ACA 
conservada sao sitios de ligagao de proteinas. 


Os precursores do RNA transportador podem sofrer 
processamento pos-transcricional adicional. 0 trinucleo- 
tideo CCA(3') 3'-terminal, ao qual um aminoacido e liga- 
do durante a smtese proteica (Capitulo 27), esta ausente 
de alguns precursores de tRNAs bacterianos e de todos os 
de eucariontes e e adicionado durante o processamento 
(Figura 26-26). Essa adigao e feita pela nucleotidiltrans- 
ferase do tRNA, enzima incomum que liga os tres precur¬ 
sores de ribonucleosideos trifosfato em sitios ativos sepa- 
rados e catalisa a formagao de ligagoes fosfodiester para 


produzir a sequencia CCA(3'). A criagao dessa sequencia 
definida de nucleotideos e, portanto, nao dependente de 
um molde de DNA ou RNA - o molde e o sitio de ligagao 
da enzima. 

0 tipo final de processamento de tRNA e a modificagao 
de algumas bases por metilagao, desaminagao ou redugao 
(Figura 26-22). No caso da pseudouridina, a base (uracila) 
e removida e religada ao agucar por meio do C-5. Algumas 
dessas bases modificadas ocorrem em posigoes caracteris- 
ticas em todos os tRNAs (Figura 26-26). 


Transcrito primario 


Intermediario 


tRNA maduro^y'^ 



Splicing 


3' 


OH 



FIGURA 26-26 Processamentos dos tRNAs em bacterias e eucariontes. 

0 tRNA^^' (o tRNA especifico para a ligagao da tirosina; ver Capitulo 27) e usa- 
do para ilustrar as etapas importantes. As sequencias de nucleotideos mos- 
tradas em amarelo sao removidas do transcrito primario. As extremidades 
sao processadas primeiro, a extremidade 5' antes da extremidade 3'. 0 CCA 
e entao adicionado a extremidade 3', etapa necessaria no processamento 


dos tRNAs de eucariontes e daqueles tRNAs bacterianos que nao apresen- 
tam essa sequencia no transcrito primario. Enquanto as extremidades estao 
sendo processadas, bases especificas no resto do transcrito sao modificadas 
(ver Figura 26-22). Para o tRNA de eucariontes mostrado aqui, a etapa final 
e o splicing do intron de 14 nucleotideos. Os introns sao encontrados em 
alguns tRNAs de eucariontes mas nao em tRNAs bacterianos. 
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Os RNAs com fun^ao especial sofrem varios tipos de 
processamento 

0 numero de classes conhecidas de RNAs de fungao espe¬ 
cial esta aumentando rapidamente, bem como a variedade 
de fungoes associadas a eles. Muitos desses RNAs sofrem 
processamento. 

Os snRNAs e snoRNAs nao apenas facilitam as reagoes 
de processamento do RNA mas sao eles mesmos sintetiza- 
dos como precursores maiores, e entao processados. Muitos 
snoRNAs sao codificados no interior dos introns de outros 
genes. A medida que os introns sofrem splicing a partir do 
pre-mRNA, as proteinas snoRNPs se ligam as sequencias 
de snoRNA e as ribonucleases removem o RNA extra nas 
extremidades 5'e 3'. 

Os snRNAs destinados aos spliceossomos sao sinte- 
tizados como pre-snRNA pela RNA-polimerase II, e as ri¬ 
bonucleases removem o RNA extra em cada extremidade. 
Nucleosideos particulares nos snRNAs tambem sao sujeitos 
all tipos de modificagao, com o predominio da 2'-0-meti- 
lagao e conversao de uridina em pseudouridina. 

Os microRNAs (miRNAs) sao uma classe especial 
de RNAs envolvidos na regulagao genica. Sao RNAs nao 
codificadores, com cerca de 22 nucleotideos de compri- 
mento, complementares das sequencias de regioes par¬ 
ticulares de mRNAs. Eles regulam o funcionamento do 
mRNA pela sua clivagem ou impedindo a sua tradugao. 
Os miRNAs sao encontrados em eucariontes multicelu- 
lares que variam de vermes e moscas-da-fruta a plantas 
e mamiferos. Ate 1% do genoma humano pode codificar 
miRNA, e esses podem ter como alvo ate um tergo dos 
mRNAs humanos. Sua fungao na regulagao genica e des- 
crita no Capitulo 28. 

Os miRNAs sao sintetizados a partir de precursores 
muito maiores, em varias etapas (Figura 26-27). Os trans- 
critos primaries para miRNA (pri-miRNA) variam muito de 
tamanho; alguns deles sao codificados nos introns de outros 
genes e sao coexpressados com esses genes hospedeiros. 
Sens papeis na regulagao genica tambem sao detalhados no 
Capitulo 28. 
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RNA-polimerase II 
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FIGURA 26-27 Smtese e processamento dos miRNAs. 0 transcri- 
to primario dos miRNAs e um RNA maior de comprimento variavel, um 
pri-miRNA. A maior parte do seu processamento e mediada por duas 
endorribonucleases na familia da RNase III, Drosha e Dicer. Primeiro, no 
nucleo, o pri-miRNA e reduzido a um precursor miRNA de 70 a 80 nu¬ 
cleotideos (pre-miRNA) por um complexo proteico que inclui a Drosha e 
outra proteina, a DGCR8. A pre-miRNA e entao exportada para o citoplas¬ 
ma em um complexo com uma proteina chamada exportina-5 e a Ran 
GTPase (ver Figura 27-42). No citoplasma, a Ran hidrolisa o GTP e entao a 
proteina exportina-5 e o pre-miRNA sao liberados. As proteinas Ran-GDP 
e exportina 5 sao transportadas de volta para o nucleo. 0 pre-miRNA e 
acionado pela Dicer para produzir o quase maduro miRNA pareado com 
um pequeno complemento de RNA. 0 complemento e removido por 
uma RNA-helicase, e o miRNA maduro e incorporado em complexes de 
proteinas, como o complexo de silenciamento induzido pelo RNA (RISC), 
que entao se liga a um mRNA-alvo. Se a complementaridade entre o miR¬ 
NA e seu alvo e quase que totalmente perfeita, o mRNA-alvo e clivado. Se 
a complementaridade e apenas parcial, o complexo bloqueia a tradugao 
do mRNA-alvo. 
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As enzimas de RNA sao os catalisadores de alguns 
eventos no metabolismo de RNA 

0 estudo do processamento pos-transcricional de mole- 
culas de RNA levou a uma das descobertas mais excitan- 
tes da bioqmmica moderna - a existencia de enzimas de 
RNA. As ribozimas melhor caracterizadas sao os introns 
do gmpo I que sofrem auto splicing, RNase Pea ribozi- 
ma cabega-de-martelo (discutida a seguir). A maior parte 
das atividades dessas ribozimas se baseia em duas reagoes 
fundamentais: transesterificagao (Figura 26-13) e hidroli- 
se da ligagao fosfodiester (clivagem). 0 substrato para as 
ribozimas e frequentemente uma molecula de RNA, e pode 
ate mesmo ser parte da propria ribozima. Quando o seu 
substrato e o RNA, o catalisador de RNA pode fazer uso 
de interagoes de pares de bases para alinhar o substrato 
para a reagao. 

As ribozimas variam muito de tamanho. Um intron do 
grupo I que sofre autosplicing pode ter mais de 400 nu- 
cleotideos. A ribozima cabega-de-martelo consiste em duas 
fitas de RNA com apenas 41 nucleotideos no total (Figura 
26-28). Como nas enzimas proteicas, a estrutura tridimen¬ 
sional das ribozimas e importante para seu funcionamento. 
As ribozimas sao inativadas pelo calor acima da sua tem- 
peratura de fusao ou pela adigao de agentes desnaturado- 
res ou de oligonucleotideos complementares, que quebram 
os padroes normais de pareamento de bases. As ribozimas 
tambem podem ser inativadas se nucleotideos essenciais 
forem alterados. A estrutura secundaria de um intron do 
grupo I que sofre autosplicing a partir do precursor do 
rRNA 26S da Tetrahymena e mostrado em detalhe na 
Figura 26-29. 

Propriedades enzimaticas dos mtrons do grupo I Os introns do 
grupo I que sofrem autosplicing compartilham varias pro¬ 
priedades com enzimas alem de acelerar a taxa de reagao, 
incluindo seu comportamento cinetico e sua especificidade. 
A ligagao do cofator da guanosina (Figura 26-13) ao intron 
do grupo I do rRNA da Tetrahymena e saturavel ~ 30 
jaM) e pode ser competitivamente inibida pela 3'-desoxi- 
guanosina. 0 intron e muito preciso na sua reagao de ex- 
cisao, em grande parte devido a um segmento chamado de 
sequencia-guia interna que pode se parear com sequen- 
cias de exons proximas do sitio de splice 5' (Figura 26-29). 
Esse pareamento promove o alinhamento de ligagoes espe- 
cificas a serem clivadas e religadas. 

Como o proprio intron e quimicamente alterado durante 
a reagao de splicing - suas extremidades sao clivadas - ele 
parece nao ter uma propriedade enzimatica essencial: a ca- 
pacidade de catalisar reagoes multiplas. Observagao mais 
detalhada demonstrou que apos a excisao, o intron de 414 
nucleotideos do rRNA da Tetrahymena pode, in vitro, 
atuar como uma verdadeira enzima (mas in vivo ele e ra- 
pidamente degradado). Uma serie de ciclizagoes intramo- 
leculares e reagoes de clivagem no intron extirpado leva a 
perda de 19 nucleotideos de sua extremidade 5'. Os 395 
nucleotideos restantes, um RNA linear - chamado de L-19 
IVS {sequencia de intervenqdo') - promove reagoes de 
transference de nucleotidil em que alguns oligonucleoti¬ 
deos sao aumentados a custa de outros (Figura 26-30). Os 


U A 



FIGURA 26-28 Ribozima cabe^a-de-martelo. Certos elementos seme- 
Ihantes a virus, ou virusoides, tern pequenos genomas de RNA e geralmente 
precisam de outro virus para auxiliar sua replicapao ou acondicionamento, 
ou ambos. Alguns RNAs virusoides incluem pequenos segmentos que pro- 
movem reagoes de clivagem de RNAs especificas de sitios associadas a repli- 
capao. Esses segmentos sao chamados de ribozimas cabepa-de-martelo, 
pois suas estruturas secundarias tern a forma da cabepa de um martelo. Essas 
ribozimas foram identificadas e estudadas separadamente a partir de RNAs 
virais bem maiores. (a) As sequencias minimas necessarias para catalise pela 
ribozima. Os nucleotideos encaixotados sao altamente conservados e sao 
necessarios para a funpao catalitica. A seta indica o sitio de autoclivagem. (b) 
Estrutura tridimensional (PDB ID 1MME; consultar na Eigura 8-25b uma visao 
de volume atomico). As fitas sao coloridas como em (a). A ribozima cabepa- 
-de-martelo e uma metaloenzima; ions Mg^^ sao necessarios para atividade 
in viva A ligapao fosfodiester no sitio de autoclivagem e indicada por uma 
seta. 6 Ribozima cabe^a-de-martelo 


melhores substrates sao oligonucleotideos, tais como um 
oligomero (C)^ sintetico, que pode se parear com a mes- 
ma sequencia-guia interna rica em guanilato que manteve o 
exon 5' no lugar para autosplicing. 

A atividade enzimatica da ribozima L-19 IVS resulta de 
um ciclo de reagoes de transesterificagao mecanicamente 
semelhantes ao auto splicing. Cada molecula de ribozima 
pode processar cerca de 100 moleculas de substrato por 
hora e nao e alterada na reagao; portanto, o intron atua 
como um catalisador. Ele segue a cinetica de Michaelis- 
-Menten, e especifico para os substratos de oligonucleo- 
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FIGURA 26-29 Estrutura secundaria do mtron de rRNA que sofre au¬ 
tosplicing de Tetrahymena, (a) As sequencias intron sao sombreadas de 
amarelo e cor salmao, sequencias exon em verde. Cada linha fina em cor sal- 
mao representa uma ligaqao entre nucleotideos vizinhos em uma sequen- 
cia continua (dispositive necessario ao mostrar essa molecula complexa em 
duas dimensoes). Linhas azuis curtas representam pareamento normal de 
bases; pontos azuis indicam pares de bases G-U.Todos os nucleotideos sao 
mostrados. 0 nucleo catalitico da atividade de autosplicing e sombreado em 
cinza. Algumas regioes de pareamento de bases sao marcadas (PI, P3, P2,1, 


P5a e assim por diante) de acordo com uma convenqao estabelecida para 
essa molecula de RNA. A regiao PI, que contem a sequencia-guia interna 
(roxo), e a localizaqao do sitio de splicing 5' (seta preta). Parte da sequencia- 
-guia interna pareia com a extremidade do exon 3', colocando os sitios de 
splicing 5' e 3' (setas pretas) em proximidade estreita. (b) (PDB ID IGID) Es¬ 
trutura tridimensional do dominio P4-P6, mostrada em amarelo em (a), (c) 
(PDB ID 1U6B) Estrutura tridimensional da maior parte do resto do intron, 
mostrada em cor salmao em (a). 


tideos do RNA, e pode ser inibido competitivamente. A 
k^JK^ (constante de especificidade) e de 10^ mais 

baixa que aquela de varias enzimas, mas a ribozima acelera 
a hidrolise por um fator de 10^° em relagao a reagao nao ca- 
talisada. Ela faz uso das estrategias de orientagao do subs- 
trato, catalise covalente e catalise do ion metalico, todas 
empregadas pelas proteinas enzimaticas. 

Caracteristicas de outras ribozimas A RNase P da E. coli tern 
tanto um componente de RNA (o Ml RNA, com 377 nu¬ 
cleotideos) quanto um componente proteico 17.500). 
Em 1983, Sidney Altman e Norman Pace e sens colabora- 
dores descobriram que sob determinadas condigoes o Ml 
RNA sozinho e capaz de catalise, clivando os precursores 
de tRNA na posigao correta. 0 componente proteico apa- 
rentemente serve para estabilizar o RNA ou facilitar sua 
fungao in vivo. A ribozima RNase P reconhece a forma 
tridimensional do seu substrato pre-tRNA, junto com a se- 


quencia CCA, e, portanto, pode clivar os lideres 5' de diver- 
sos tRNAs (Figura 26-26). 

0 repertorio de ribozimas cataliticas conhecidas conti¬ 
nua se expandir. Alguns virusoides, pequenos RNAs asso- 
ciados a virus de RNA de plantas, incluem a estrutura que 
promove uma reagao de autoclivagem; a ribozima cabega- 
-de-martelo ilustrada na Figura 26-28 esta nessa classe, ca- 
talisando a hidrolise de uma ligagao fosfodiester interna. A 
reagao de splicing que ocorre em um spliceossomo parece 
depender de um centre catalitico formado pelos snRNA U2, 
U5 e U6 (Figura 26-16). E, talvez mais importante, um com¬ 
ponente RNA dos ribossomos catalisa a sintese de proteinas 
(Capitulo 27). 

A investigagao dos RNAs cataliticos forneceu novos enten- 
dimentos sobre a fungao catalitica em geral e tern Importantes 
implicagoes para nossa compreensao sobre a origem e evolu- 
gao da vida neste planeta, topico discutido na Segao 26.3. 
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FIGURA 26-30 Atividade catalftica in vitro da L-19 IVS. (a) A L-19 IVS 

e gerada pela remogao autocatalitica de 19 nucleotideos da extremidade 5' 
do intron de Tetrohymeno que sofre splicing. 0 sitio de clivagem e indicado 
pela seta na sequencia-guia interna (dentro da caixa). 0 residue G (sombre- 
ado de cor salmao) adicionado na primeira etapa da reagao de splicing (ver 
Figura 26-14) e parte da sequencia removida. Uma porgao da sequencia-guia 
interna permanece na extremidade 5' do L-19 IVS. (b) A L-19 IVS alonga al- 
guns oligonucleotideos de RNA a custa de outros em urn cicio de reagoes 


de transesterificagao (etapas O a O). A 3'-OH do residue G na extremidade 
3' da L-19 IVS desempenha urn importante papel neste cicio (observe que 
este nao e o residue G adicionado na reagao de splicing). 0 (C )5 e urn dos 
melhores substrates da ribozima porque ele pode parear suas bases com a 
sequencia-guia restante no intron. Embora esta atividade catalftica seja pro- 
vavelmente irrelevante para a celula, ela tern importantes aplicagoes para 
hipoteses atuais sobre evolugao, discutidas ao final deste capitulo. 


Os mRNAs celulares sao degradados em taxas diferentes 

A expressao dos genes e regulada em varios mveis. Um fa- 
tor crucial governando a expressao de um gene e a con- 
centragao celular do seu mRNA associado. A concentragao 
de qualquer molecula depende de dois fatores: sua taxa de 
sintese e sua taxa de degradagao. Quando a sintese e degra- 
dagao de um mRNA estao equilibradas, a concentragao do 
mRNA permanece em um estado estacionario. Uma mudan- 
ga em qualquer das taxas resultara em uma acumulagao ou 
esgotamento do mRNA. Vias de degradagao garantem que 
os mRNAs nao se acumulem na celula, dirigindo a sintese 
de protelnas desnecessarias. 

As taxas de degradagao variam muito para mRNAs nos 
diferentes genes de eucariontes. Para um produto de um 
gene que e necessario apenas temporariamente, a meia- 
-vida do seu mRNA pode ser de apenas minutos ou mesmo 
segundos. Os produtos genicos necessarios constantemen- 
te pela celula podem ter mRNAs que sao estaveis por varias 
geragoes celulares. A meia-vida media dos mRNAs de uma 
celula de vertebrado e de cerca de 3 boras, com o conjun¬ 


to de cada tipo de mRNA sendo reposto cerca de 10 vezes 
por geragao celular. A meia-vida dos mRNAs bacterianos e 
muito menor -apenas cerca de 1,5 min - talvez devido as 
necessidades de regulagao. 

0 RNA mensageiro e degradado pelas ribonucleases 
presentes em todas as celulas. Na E. coli, o processo co- 
mega com um ou varios cortes por uma endorribonuclea- 
se, seguido por degradagao 3'^5' por exorribonucleases. 
Em eucariontes inferiores, a via principal envolve primeiro 
o encurtamento da cauda poll (A), em seguida a remogao 
do quepe da extremidade 5' e a degradagao do mRNA na 
diregao 5'^3'. Uma via degradativa 3'^5' tambem existe 
e pode ser a via principal em eucariontes superiores. Todos 
os eucariontes tern um complexo de ate 10 exorribonuclea¬ 
ses conservadas 3'^5', chamados de exossomo, que esta 
envolvido no processamento da extremidade 3' de rRNA, 
tRNA e alguns RNAs de fungao especial (incluindo suRNA e 
snoRNA), bem como a degradagao de mRNAs. 

Uma estrutura em grampo nos mRNAs bacterianos 
com um terminador independente de p (Figura 26-7) 
confere estabilidade contra a degradagao. Estruturas se- 
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melhantes a grampos podem tornar mais estaveis algu- 
mas partes de um transcrito primario, levando a degrada- 
gao nao uniforme dos transcritos. Em celulas de 
eucariontes, tanto a cauda poli(A) 3' quanto o quepe 5' 
sao importantes para a estabilidade de varies mRNAs. 
^ Cicio de vida de um mRNA 

A polinucleoti'deo-fosforilase produz polimeros 
aleatorios semelhantes ao RNA 

Em 1955, Marianne Grunberg-Manago e Severe Ochoa des- 
cobriram a enzima bacteriana polinucleotideo-fosforila- 

se, que catalisa in vitro a reagao 

CNMP), + NDP ^ CNMP)^ + i + P, 

polinucleotideo 

aumentado 

A polinucleotideo-fosforilase foi a primeira enzima sinte- 
tizadora de acidos nucleicos descoberta (a descoberta da 
DNA-polimerase por Arthur Kornberg ocorreu logo em se- 
guida). A reagao catalisada pela polinucleotideo-fosforilase 
difere fundamentalmente das atividades da polimerase dis- 
cutidas ate agora pelo fato de nao ser dependente de mol- 
de. A enzima usa 5'-difosfatos de ribonucleosideos como 
substrates e nao pode atuar nos homologos 5'-trifosfatos 
ou nos desoxirribonucleosideos 5'-difosfatos. 0 polimero 
de RNA formado pela polinucleotideo-fosforilase contem as 
ligagoes usuais 3',5'-fosfodiester, que podem ser hidrolisa- 
das pela ribonuclease. A reagao e prontamente reversivel 
e pode ser empurrada na diregao da quebra do polirribo- 
nucleotideo aumentando-se a concentragao de fosfato. A 
provavel fungao dessa enzima na celula e a degradagao dos 
mRNAs a nucleosideos difosfatos. 


Marianne Grunberg-Manago, 1921-2013 Severe Ochoa, 1905-1993 

Como a reagao de polinucleotideo-fosforilase nao usa 
um molde, o polimero que ela forma nao tern uma sequen- 
cia de bases especifica. A reagao ocorre igualmente bem 
com qualquer um ou todos os quatro nucleosideos difosfa¬ 
tos, e a composigao de bases do polimero resultante refle- 
te nada mais do que as concentragoes relativas dos subs- 
tratos 5'-difosfato no meio. A polinucleotideo-fosforilase 
pode ser usada em laboratorio para preparar polimeros de 
RNA com muitas sequencias de base e frequencias dife- 
rentes. Os polimeros de RNA desse tipo sintetizados foram 
cruciais para deduzir o codigo genetico para os aminoaci- 
dos (Capitulo 27). 


RESUMO 26.2 Processamento de RNA 

► Os mRNAs de eucariontes sao modificados pela adigao 
de um residue de 7-metilguanosina na extremidade 5' e 
pela clivagem e poliadenilagao na extremidade 3' para 
formar uma longa cauda poli(A). 

► Muitos transcritos primaries de mRNA contem introns 
(regioes nao codificadoras), que sao removidos por 
splicing. A remogao dos introns do grupo I encontrada 
em alguns rRNAs precisa de um cofator de guanosina. 
Alguns introns do grupo I e grupo II sao capazes de au¬ 
tosplicing] nenhuma proteina enzimatica e necessaria. 
Os precursores do mRNA nuclear tern uma terceira 
classe de introns (a maior), que sofrem splicing com a 
ajuda de complexes de RNA-proteina chamados snRNP, 
reunidos em spliceossomos. Uma quarta classe de in¬ 
trons, encontrada em alguns tRNAs, consiste nos unices 
introns que se conhece que sofrem splicing por protei- 
nas enzimaticas. 

► A fungao de muitos mRNAs de eucariontes e regulada 
por microRNAs (miRNAs). Os miRNAs sao em si deri- 
vados de precursores maiores por meio de uma serie de 
reagoes de processamento. 

► Os RNAs ribossomais e transportadores sao derivados 
de RNAs precursores maiores, aparados por nucleases. 
Algumas bases sao modificadas enzimaticamente duran¬ 
te o processo de maturagao. Algumas modificagoes de 
nucleosideos sao guiadas por snoRNAs, com complexos 
de proteinas chamados de snoRNPs. 

► Os introns que sofrem autosplicing e o componente 
de RNA da RNase P (que diva a extremidade 5' dos 
precursores de tRNA) sao dois exemplos de ribozimas. 
Esses catalisadores biologicos tern as propriedades de 
enzimas verdadeiras. Eles geralmente promovem a cli¬ 
vagem hidrolitica e transesterificagao, usando o RNA 
como substrato. Combinagoes dessas reagoes podem 
ser promovidas pelo intron do grupo I retirado do rRNA 
da Telrahymena, resultando em um tipo de reagao de 
polimerizagao do RNA. 

► A polinucleotideo-fosforilase forma reversivelmente po¬ 
limeros semelhantes ao RNA a partir de ribonucleoside¬ 
os 5'-difosfato, adicionando ou removendo ribonucleoti- 
deos na extremidade 3'-hidroxila do polimero. A enzima 
degrada o RNA in vivo. 

26.3 Smtese de RNA e DNA dependente 
de RNA 

Em nossa discussao sobre a sintese de DNA e RNA ate ago¬ 
ra, o papel da fita-molde foi reservado ao DNA. Entretanto, 
algumas enzimas usam um molde de RNA para a sintese 
de acido nucleico. Com a excegao muito importante dos vi¬ 
rus com um genoma de RNA, essas enzimas desempenham 
apenas um modesto papel nas vias de informagao. Os virus 
de RNA sao a fonte da maioria das polimerases RNA-depen- 
dentes caracterizadas ate agora. 

A existencia da replicagao do RNA precisa de uma ela- 
boragao do dogma central (Figura 26-31; contraste essa 
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FIGURA 26-31 Ampliagao do dogma central para incluir a sintese de RNA e 
DNA dependente de RNA. 


figura com o diagrama na p. 977). As enzimas envoMdas na 
replicagao do RNA tern implicagoes profundas para investi- 
gagoes a respeito da natureza das moleculas autorreplica- 
doras que podem ter existido em tempos pre-bioticos. 

A transcriptase reversa produz DNA a partir de RNA viral 

Certos Virus de RNA que infectam as celulas animais trans- 
portam no interior da particula viral uma DNA-polimerase 
dependente de RNA chamada de transcriptase reversa. 
Na infecgao, o genoma viral de fita unica de RNA (—10.000 
nucleotideos) e a enzima entram na celula hospedeira. Pri- 
meiro, a transcriptase reversa catalisa a sintese de uma fita 
de DNA complementar ao RNA viral (Figura 26-32), en- 
tao degrada a fita de RNA do hibrido de RNA-DNA viral e o 
substitui por DNA. 0 duplex de DNA resultante frequente- 
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FIGURA 26-32 Infecgao retroviral de uma celula de mamifero e inte- 
gra^ao do retrovirus no cromossomo do hospedeiro. Particulas virais 
que entram na celula hospedeira carregam a transcriptase reversa viral e 
urn tRNA celular (captado de uma celula hospedeira anterior) ja pareado ao 
RNA viral. Os segmentos roxos representam as longas repetipoes terminals 
no RNA viral. 0 tRNA facilita a conversao imediata do RNA viral a DNA de 
fita dupla pela agao da transcriptase reversa, como descrito no texto. Uma 
vez convertido em DNA de dupla-helice, o DNA entra no nucleo e e integra- 
do no genoma do hospedeiro. A integragao e catalisada por uma integrase 
codificada viralmente. A integragao do DNA viral no DNA do hospedeiro e 
mecanicamente semelhante a insergao de transposons em cromossomos 


bacterianos (ver Figura 25-41). Por exempio, alguns poucos pares de bases 
do DNA do hospedeiro se tornam duplicados no sitio de integragao, forman- 
do repetigoes curtas de 4 a 6 pb em cada extremidade do DNA retroviral 
inserido (nao mostrado). Na transcrigao e tradugao do DNA viral integrado, 
novos virus sao formados e liberados pela lise celular (direita). Nos virus, o 
RNA viral e envolvido por proteinas do capsideo chamadas Gag e proteinas 
do envoltorio externo chamadas Env. Proteinas virais adicionais (transcripta¬ 
se reversa, integrase e uma protease viral necessaria para o processamento 
pos-tradugao das proteinas virais) sao acondicionadas no interior de uma 
particula de virus com o RNA. 
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mente se torna incorporado ao genoma da celula hospedei- 
ra eucarionte. Esses genes virais integrados (e dormentes) 
podem ser ativados e transcritos, e os produtos genicos - 
protemas virais e o proprio genoma de RNA - acondiciona- 
dos como novos virus. Os virus de RNA que contem trans¬ 
criptases reversas sao conhecidos como retrovirus {retro 
e o prefixo latino para “para tras”). 

A existencia de transcriptases reversas em virus de RNA 
foi prevista por Howard Temin em 1962, e as enzimas foram, 
em ultima analise, detectadas por Temin e, independente- 
mente, por David Baltimore em 1970. Sua descoberta atrain 
muita atengao como uma prova que a informagao genetica 
pode fluir “para tras”, do RNA para o DNA, abalando o dog¬ 
ma da passagem da informagao apenas do DNA para o RNA. 



Howard Temin, 1934-1994 David Baltimore 


Os retrovirus tern geralmente tres genes: gag (um 
nome derivado da designagao historica antigeno associado 
ao grupo, group associated antigen'), pot, e env (Figu- 
ra 26-33). 0 transcrito que contem gag e pot e traduzido 
em uma longa “poliproteina”, unico grande polipeptideo 
clivado em seis proteinas com fungoes distintas. As protei- 
nas derivadas do gene gag constitnem o nucleo interior da 
particula viral. 0 gene pot codifica a protease que diva o 
longo polipeptideo, uma integrase que insere o DNA viral 
nos cromossomos do hospedeiro e a transcriptase reversa. 
Muitas transcriptases reversas tern duas subunidades, a e 
j8. 0 gene pol especifica a subunidade (5 {M^ 90.000) e a 
subunidade a {M^ 65.000) e simplesmente um fragmento 
proteolitico da subunidade j8. 0 gene env codifica as pro¬ 
teinas do envelope viral. Em cada extremidade do genoma 
de RNA linear se encontram longas sequencias de repeti- 
goes terminals (LTR) de algumas centenas de nucleotideos. 
Transcritas no DNA duplex, essas sequencias facilitam a 
integragao do cromossomo viral no DNA do hospedeiro e 
contem promotores para a expressao do gene viral. 

As transcriptases reversas catalisam tres reagoes dife- 
rentes: (1) sintese de DNA dependente de RNA, (2) degra- 
dagao de RNA e (3) sintese de DNA dependente de DNA. 
Como muitas DNA e RNA-polimerases, as transcriptases re¬ 
versas contem Zn^^. Cada transcriptase e mais ativa com o 
RNA do sen proprio virus, mas cada uma pode ser usada ex- 
perimentalmente para construir DNA complementar a uma 
variedade de RNA. As atividades de sintese de DNA e RNA 
e a degradagao do RNA empregam sitios ativos separados 
na proteina. Para que a sintese de DNA se inicie, a trans- 
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FIGURA 26-33 Estrutura e produtos genicos de um genoma retrovi¬ 
ral integrado. Repetigoes terminals longas (LTR) tern sequencias neces- 
sarias para a regulapao e iniciapao da transcripao. A sequencia denominada 
ijj e necessaria para o acondicionamento dos RNAs retrovirais em particulas 
virais maduras. A transcripao do DNA retroviral produz um transcrito prima¬ 
rio que abrange os genes gag, pol e env. A tradupao (Capitulo 27) produz 
uma poliproteina, um unico polipeptideo longo derivado dos genes gag e 
pol, que e clivado em seis proteinas distintas. 0 splicing do transcrito prima¬ 
rio produz um mRNA derivado em grande parte do gene env, que tambem 
e traduzido em uma poliproteina, clivada entao para gerar proteinas virais 
do envelope. 


criptase reversa precisa de um oligonucleotideo iniciador, 
um tRNA celular obtido durante uma infecgao anterior e 
transportado na particula viral. Esse tRNA pareia as bases 
na sua extremidade 3' com uma sequencia complementar 
do RNA viral. A nova fita de DNA e sintetizada na diregao 
5'^3', como em todas as reagoes da RNA e DNA-polimera- 
ses. As transcriptases reversas, como as RNA-polimerases, 
nao tern exonucleases revisoras 3'^5'. Elas geralmente 
tern taxas de erro de cerca de 1 por 20.000 nucleotideos 
adicionados. Uma taxa de erro tao alta quanto essa e ex- 
tremamente incomum na replicagao de DNA e parece ser 
uma caracteristica da maioria das enzimas que replica os 
genomas de virus de RNA. Uma consequencia e uma taxa 
de mutagao maior e uma taxa mais rapida de evolugao viral, 
fator responsavel pelo frequente aparecimento de novas li- 
nhagens de retrovirus causadores de doengas. 

As transcriptases reversas se tornaram importantes rea- 
gentes no estudo das relagoes DNA-RNA e nas tecnicas de 
clonagem do DNA. Elas tornam possivel a sintese de DNA 
complementar a um molde de mRNA, e o DNA sintetizado 
preparado dessa maneira, chamado de DNA complemen¬ 
tar (cDNA), pode ser usado para clonar genes celulares 
(ver Figura 9-14). 
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FIGURA 26-34 Genoma do virus do sarcoma de Rous. 0 genesrccodi- 
fica uma tirosina-cinase, pertencente a uma classe de enzimas que funciona 
em sistemas que afetam a divisao celular, interaqoes celula a celula e comu- 
nicaqao intercelular (Capitulo 12). 0 mesmo gene e encontrado no DNA de 


galinhas (o hospedeiro comum para esse virus) e nos genomas de muitos 
outros eucariontes, incluindo humanos. Quando associado ao virus do sar¬ 
coma de Rous, esse oncogene e frequentemente expresso em niveis anor- 
malmente altos, contribuindo para a divisao celular descontrolada e cancer. 
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FIGURA 26-35 O genoma do HIV, o virus que causa a Aids. Alem desses genes se sobrepoem. Mecanismos de splicing alternative produzem 
dos genes retrovirais tipicos, o HIV contem varies pequenos genes com muitas proteinas diferentes a partir deste pequeno genoma (9,7 X 10^ nu- 
diversas funqoes (nao identificadas aqui e nem todas conhecidas). Alguns cleotideos). 


Alguns retrovirus causam cancer e Aids 

1 Os retrovirus tern tido destaque em avangos recentes 
^ ^ na compreensao molecular do cancer. A maioria dos 
retrovirus nao mata suas celulas hospedeiras, mas perma- 
nece integrada ao DNA celular, replicando quando a celula 
se divide. Alguns retrovirus, classificados como virus RNA- 
-tumorais, contem um oncogene que pode levar a celula a 
crescer anormalmente. 0 primeiro retrovirus desse tipo a 
ser estudado foi o virus do sarcoma de Rous (tambem cha- 
mado de virus do sarcoma aviario; Figura 26-34), nomeado 
a partir de F. Peyton Rous, que estudou tumores de gali¬ 
nhas que, agora se sabe, foram causados por esse virus. 
Desde a descoberta inicial dos oncogenes por Harold Var- 
mus e Michael Bishop, muitas duzias de genes como esses 
foram encontrados em retrovirus. 

0 virus da imunodeficiencia humana (HIV), que cau¬ 
sa a sindrome da imunodeficiencia adquirida (Aids), e um 
retrovirus. Identificado em 1983, o HIV tern um genoma 
de RNA com genes retrovirais padrao junto com varios 
outros genes incomuns (Figura 26-35). Ao contrario de 
varios outros virus, o HIV mata muitas das celulas que ele 
infecta (principalmente linfocitos T) em vez de provocar a 
formagao de tumores. Isso leva gradualmente a supressao 
do sistema imune no hospedeiro. A transcriptase reversa 
do HIV e ainda mais propensa a erros do que outras trans¬ 
criptases reversas conhecidas - 10 vezes mais - resultando 
em alias taxas de mutagao nesse virus. Um ou mais erros 
ocorrem geralmente a cada vez que o genoma viral e re- 
plicado, e duas moleculas virais quaisquer provavelmente 
sao diferentes. 

Muitas vacinas modernas para infecgoes virais consis- 
tem em uma ou mais proteinas de revestimento do virus, 
produzidas pelos metodos descritos no Capitulo 9. Essas 
proteinas nao sao infecciosas, mas estimulam o sistema 
imune a reconhecer e resistir a invasoes virais subsequen- 
tes (Capitulo 5). Devido a alta taxa de erro da transcrip¬ 
tase reversa do HIV, o gene env nesse virus (junto com o 


resto do genoma) sofre mutagao muito rapida, dificultando 
o desenvolvimento de uma vacina efetiva. Entretanto, sao 
necessarios ciclos repetidos de invasao celular e replicagao 
para propagar uma infecgao de HIV, de modo que a inibigao 
de enzimas virais oferece a terapia mais eficiente disponi- 
vel atualmente. A protease do HIV e o alvo de uma classe 
de farmacos chamada de inibidores de protease (ver Figura 
6-24). A transcriptase reversa e o alvo de alguns farmacos 
adicionais amplamente usados para tratar individuos infec- 
tados pelo HIV (Quadro 26-2). ■ 

Muitos transposons, retrovirus e mtrons podem ter 
origem evolutiva comum 

Alguns transposons bem conhecidos de DNA de eucarion¬ 
tes de fontes tao diversas quanto leveduras e moscas-da- 
-fruta tern uma estrutura muito semelhante aquela dos re¬ 
trovirus; eles sao as vezes chamados de retrotransposons 
(Figura 26-36). Eles codificam uma enzima homologa a 
transcriptase reversa retroviral e suas regioes codificado- 
ras sao ladeadas por sequencias LTR. Eles se transpoem de 
uma posigao para outra no genoma celular por meio de um 
RNA intermediario, usando a transcriptase reversa para fa- 
zer uma copia de DNA do RNA, seguida da integragao do 


Elemento Ty 
{Saccharomyces) 


Elemento Copia 
{Drosophila) 


(LTR) {gag) {pol) (LTR) 


8 

TYA TYB 

8 

LTR LTR 


gag PR INT RT RH 



FIGURA 26-36 Transposons de eucariontes. 0 elemento Ty da levedu- 
ra Saccharomyces e o elemento copia da mosca-da-fruta Drosophila servem 
como exemplos de retrotransposons de eucariontes, que frequentemente 
tern uma estrutura semelhante a dos retrovirus, mas nao tern o gene env. 
As sequencias 8 do elemento Ty sao funcionalmente equivalentes as LTR 
retrovirais. No elemento copia, INT e RT sao homologos aos segmentos da 
integrase e transcriptase reversa, respectivamente, do gene pol. 
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Combatendo a Aids com inibidores da transcriptase reversa do HIV 


Pesquisas sobre a qmmica da biossmtese de acidos nu- 
cleicos dependentes de molde combinadas a tecnicas mo- 
dernas de biologia molecular elucidaram o ciclo de vida e 
a estrutura do virus da imunodeficiencia, o retrovirus que 
causa Aids. Poucos anos apos o isolamento do HIV, essa 
pesquisa resultou no desenvolvimento de farmacos capa- 
zes de prolongar as vidas de pessoas infectadas pelo HIV. 

0 primeiro farmaco aprovado para uso clmico foi o 
AZT, analogo estrutural da desoxitimidina. 0 AZT foi 
sintetizado pela primeira vez em 1964 por Jerome P. 
Horwitz. Ele fracassou como farmaco anticancer (o pro- 
posito para o qual foi fabricado), mas em 1985 foi desco- 
berta a sua eficacia no tratamento da Aids. 

0 AZT e captado pelos linfocitos T, celulas do sistema 
imune particularmente vulneraveis a infecgao pelo HIV, e 

O O 




3'-Azido-2',3'- 2',3'-Dides6xi-inosina (DDI) 

-didesoxitimidina (AZT) 


convertido em trifosfato de AZT (o consume direto de tri- 
fosfato de AZT seria ineficaz, pois ele nao consegue atra- 
vessar a membrana plasmatica). A transcriptase reversa 
do HIV tern uma afinidade maior pelo trifosfato de AZT do 
que por dTTP, e a ligagao de trifosfato de AZT a essa en- 
zima inibe competitivamente a ligagao ao dTTP. Quando 
0 AZT e adicionado a extremidade 3' da fita de DNA em 
crescimento, a ausencia de uma hidroxila 3' significa que 
a fita de DNA e encerrada prematuramente e que a sinte- 
se do DNA viral sofre uma parada. 0 trifosfato de AZT nao 
e igualmente toxico para os proprios linfocitos T porque 
as DNA-poIrmerases celulares tern uma afinidade menor 
por esse composto do que pelo dTTP. Em concentragoes 
de 1 a 5 jirM, o AZT afeta a transcrigao reversa mas nao a 
maior parte da replicagao do DNA celular. Infelizmente 
0 AZT parece ser toxico para as celulas da medula ossea 
que sao as progenitoras dos eritrocitos, e muitos indivi- 
duos tomando AZT desenvolvem anemia. 0 AZT pode 
aumentar o tempo de sobrevivencia de pessoas com Aids 
avangada em cerca de um ano, e retarda a implantagao 
da Aids naqueles que ainda estao nos estagios iniciais da 
infecgao pelo HIV. Alguns outros compostos para Aids, 
como a didesoxi-inosina (DDI), tern um mecanismo de 
agao similar. Novos farmacos tern como alvo e inativam a 
protease do HIV. Devido a alta taxa de erro da transcrip¬ 
tase reversa do HIV e a rapida evolugao resultante desse 
virus, os tratamentos mais eficazes da infecgao pelo HIV 
usam uma combinagao de compostos direcionada tanto 
para a protease quanto para a transcriptase reversa. 


DNA ao novo local. A maioria dos transposons em eucarion- 
tes usa esse mecanismo para transposigao, distinguindo-os 
dos transposons bacterianos, que se movem como DNA di- 
retamente de uma localizagao no cromossomo para outra 
(ver Figura 25-41). 

Os retrotransposons nao tern um gene env e, portanto, 
nao podem formar particulas virais. Podem ser considera- 
dos virus defeituosos, capturados pelas celulas. Compara- 
goes entre retrovirus e transposons de eucariontes sugerem 
que a transcriptase reversa seja uma antiga enzima, ante¬ 
rior a evolugao de organismos multicelulares. 

De modo interessante, muitos introns do grupo I e II 
tambem sao elementos geneticos moveis. Alem de suas 
atividades de auto splicing, eles codificam endonucleases 
de DNA que promovem seu movimento. Durante trocas ge- 
neticas entre celulas da mesma especie, ou quando o DNA 
e introduzido em uma celula por parasitas ou por outros 
meios, essas endonucleases promovem a insergao do intron 
em um local identico de outra copia de DNA de um gene 
homologo que nao contenha o intron, em um processo de- 
nominado homing (enderegamento, Figura 26-37). En- 
quanto o homing do intron do grupo I se baseia no DNA, o 
homing do intron do grupo II ocorre por um intermediario 
de RNA. As endonucleases dos introns do grupo II tern uma 


atividade associada de transcriptase reversa. As proteinas 
podem formar complexos com os proprios introns de RNA 
depois que os introns sofrem splicing dos transcritos pri- 
marios. Como o processo de homing envolve a insergao do 
intron de RNA no DNA e a transcrigao reversa do intron, o 
movimento desses introns foi chamado de retrohoming. Ao 
longo do tempo, cada copia de um gene em particular em 
uma populagao pode adquirir o intron. Muito mais raramen- 
te, o intron pode inserir a si mesmo em uma nova localiza¬ 
gao em um gene nao relacionado. Se esse evento nao matar 
a celula hospedeira, ele pode levar a evolugao e distribuigao 
de um intron em uma nova localizagao. As estruturas e me- 
canismos usados por introns moveis apoiam a ideia de que 
pelo menos alguns introns se originaram como parasitas 
moleculares cujo passado evolutivo pode ser tragado aos 
retrovirus e transposons. 

A telomerase e uma transcriptase reversa especializada 

Os telomeros, as estruturas nas extremidades dos cromos- 
somos lineares de eucariontes (ver Figura 24-8), geralmen- 
te consistem em varias copias em tandem de uma pequena 
sequencia de oligonucleotideos. Essa sequencia geralmente 
tern a forma T^G^ em uma fita e C^A^ na fita complementar. 
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FIGURA 26-37 Introns que se movem: homing e retrohoming. Certos 
introns incluem urn gene (mostrado em vermelho) para enzimas que pro¬ 
move homing (certos introns do grupo I) ou retrohoming (certos introns do 
grupo II). (a) 0 gene no intron que sofreu spiicing e ligado por urn ribosso- 
mo e traduzido. Os introns do grupo I que sofrem homing especificam uma 
endonuclease especifica do sitio, chamada de uma endonuclease homing. 
Os introns do grupo II que sofrem retrohoming especificam uma proteina 
tanto com atividades de endonuclease quanto de transcriptase reverse (nao 
mostradas aqui). 

(b) Homing. 0 alelo a de urn gene X contendo urn intron do grupo I 
que sofre homing esta presente em uma celula contendo o alelo b do mes- 
mo gene, que nao possui o intron. A endonuclease de homing produzida 
por a diva b na posiqao que corresponde ao intron em c/ e o reparo da 
quebra da fita dupla (recombinaqao com o alelo c/; ver Figure 25-35) cria 
entao uma nova copia do intron em b. (c) Retrohoming. 0 alelo a do gene 
/ contem um intron do grupo II que sofre retrohoming-, o alelo b nao tern 
o intron. 0 intron que sofre spiicing insere a si mesmo na fita codificadora 
de b em uma reaqao que e o inverse do spiicing que retirou o intron do 
transcrito primario (ver Figure 26-15), exceto que aqui a inserqao e no DNA 
em vez de no RNA. A fita de DNA nao codificador de d e entao clivada pela 
endonuclease/transcriptase reverse codificada no intron. Essa mesma en- 
zima usa o RNA inserido como um molde para sintetizar uma fita de DNA 
complementer. 0 RNA e entao degradado pelas ribonucleases celulares e 
substituido por DNA. 


(a) Produ^ao de endonuclease de homing 


Intron do grupo I 

I Transcrigao 



DNA para o gene X, 
alelo a 


Transcrito 

primario 
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Tradu^ao 
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que sofreu splicing 


Produto do gene X ^ Endonuclease do homing 


(b) Homing 


DNA para o geneX, 
alelo b, nenhum intron 


1 “ 


onde X e y estao geralmente na faixa de 1 a 4 (p. 984). 
Os telomeres variam em comprimento de algumas poucas 
duzias de pares de bases em alguns protozoarios ciliados a 
dezenas de milhares de pares de bases em mamiferos. A fita 
TG e mais longa do que o sen complemento, deixando uma 
regiao de DNA de fita simples de ate algumas centenas de 
nucleotideos na extremidade 3'. 

As extremidades de um cromossomo linear nao sao 
prontamente replicadas pelas DNA-polimerases celulares. 
A replicagao do DNA precisa de um molde e de um oligonu- 
cleotideo iniciador, e alem da extremidade de uma molecula 
de DNA linear nenhum molde esta disponivel para o parea- 
mento de um oligonucleotideo iniciador de RNA. Sem um 
mecanismo especial para duplicar as extremidades, os cro- 
mossomos ficaram um pouco menores a cada geragao celu- 
lar. A enzima telomerase, descoberta por Carol Greider e 
Elizabeth Blackburn, soluciona esse problema adicionando 
telomeros as extremidades do cromossomo. 




Carol Greider Elizabeth Blackburn 

A descoberta e a purificagao dessa enzima permitiram 
evidenciar um mecanismo de reagao impressionante e sem 
precedentes. A telomerase, como algumas outras enzimas 
descritas nesse capitulo, contem componentes de RNA e 
proteicos. 0 componente de RNA tern cerca de 150 nu- 
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cleotideos de comprimento e contem cerca de 1,5 copia 
da repetigao adequada do telomero. Essa regiao do 
RNA atua como um molde para a sintese da fita do 
telomero. 

A telomerase atua, portanto, como uma transcriptase 
reversa celular que fornece o sitio ativo para a sintese de 
DNA dependente de RNA. Ao contrario das transcriptases 
reversas retrovirais, a telomerase copia apenas um peque- 
no fragmento de RNA que ela transporta no seu interior. 
A sintese do telomero precisa da extremidade 3' de um 
cromossomo como iniciador e prossegue na diregao nor¬ 
mal 5'^3'. Tendo sintetizado uma copia da repetigao, a 
enzima se reposiciona para retomar a extensao do telome¬ 
ro (Figura 26-38a). 


Apos a extensao da fita pela telomerase, a fita com- 
plementar C^A^ e sintetizada pelas DNA-polimerases celula- 
res, comegando com um oligonucleotideo iniciador de RNA 
(ver Figura 25-12). A regiao de fita simples e protegida por 
proteinas de ligagao especificas em varies eucariontes infe- 
riores, especialmente aquelas especies com telomeres com 
menos de algumas centenas de pares de bases. Em euca¬ 
riontes superiores (incluindo mamiferos) com telomeres 
de muitos milhares de pares de bases de comprimento, a 
extremidade de fita unica e sequestrada em uma estrutura 
especializada chamada de alga T (Figura 26-38b). A ex¬ 
tremidade de fita unica e dobrada para tras e pareada com 
o seu complemento na porgao de fita dupla do telomero. 
A formagao de uma alga em T envolve a invasao da extre- 
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FiGURA 26-38 Sintese e estrutura do teidmero. (a) 0 

molde interne de RNA se liga e pareia suas bases com o ini- 
ciadorTG (RG) de DNA. A telomerase adiciona mais residues 
deTe G ao iniciadorTG e entao reposiciona o molde interne 
de RNA para permitir a adipao de mais residues deT e G que 
geram a fita TG do telomero. A fita complementar e sinteti¬ 
zada pelas DNA-polimerases celulares apos priming por uma 
RNA-primase. (b) Estrutura proposta de alpasT em telomeres. 
A cauda de fita unica sintetizada pela telomerase e dobrada 
para tras e pareada com seu complemento na porpao duplex 
do telomero. 0 telomero e ligado por varias proteinas ligado- 
ras do telomero, incluindo TRFl e TRF2 (fatores de ligapao a 
repetipoes telomericas). (c) Eletromicrografia de uma alpa em 
T na extremidade de um cromossomo isolado do hepatocito 
de um camundongo. A barra na parte de baixo da micrografia 
representa um comprimento de 5.000 pb. 
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midade 3' da fita unica do telomero formando um duplex 
de DNA, talvez por um mecanismo semelhante a iniciagao 
da recombinagao genetica homologa (ver Figura 25-35). 
Em mamiferos, o DNA em alga e ligado por duas protemas, 
TRFl e TRF2, a ultima envoMda na formagao da alga T. 
Essas algas protegem as extremidades 3' dos cromossomos, 
tornando-as inacessiveis as nucleases e enzimas que repa- 
ram as interrupgoes da fita dupla. 

Em protozoarios (como a Tetrahymena), a perda de ati- 
vidade da telomerase resulta em um encurtamento gradual 
dos telomeros a cada divisao celular, em ultima analise le- 
vando a morte da linhagem celular. Uma ligagao semelhante 
entre o comprimento do telomero e a senescencia celular 
(interrupgao da divisao celular) foi observada em seres hu- 
manos. Em celulas germinativas, que contem atividade de te¬ 
lomerase, os comprimentos dos telomeros sao mantidos; em 
celulas somaticas, que nao apresentam telomerase, eles nao 
sao. Ha uma relagao linear e inversa entre o comprimento 
dos telomeros de fibroblastos em cultura e a idade dos indi- 
viduos dos quais os fibroblastos foram retirados: os telome¬ 
ros em celulas somaticas humanas encurtam gradualmente 
a medida que um individuo envelhece. Se a telomerase da 
transcriptase reversa e introduzida em celulas somaticas hu¬ 
manas in vitro, a atividade de telomerase e restaurada e a 
duragao da vida celular aumenta acentuadamente. 

0 encurtamento gradual dos telomeros e a chave para 
o processo de envelhecimento? A duragao do nosso ciclo 
de vida natural e determinada pelo comprimento dos telo¬ 
meros com os quais os seres humanos nascem? Pesquisas 
adicionais nessa area devem fornecer algumas informagoes 
fascinantes. 

Alguns RNAs virais sao replicados por RNA-polimerase 
dependente de RNA 

Alguns bacteriofagos de E. coli, incluindo f2, MS2, R17 e 
Qj8, bem como alguns virus de eucariontes (incluindo os vi¬ 
rus influenza e Sindbis, o ultimo associado a uma forma de 
encefalite) tern genomas de RNA. Os cromossomos de RNA 
de fita simples desses virus, que tambem funcionam como 
mRNA para a sintese de protemas virais, sao replicados na 
celula hospedeira por uma RNA-polimerase dependente 
de RNA (RNA-replicase). Todos os virus de RNA - com a 
excegao dos retrovirus - devem codificar uma proteina com 
atividade de RNA-polimerase dependente de RNA, pois as 
celulas hospedeiras nao tern essa enzima. 

A RNA-replicase da maioria dos bacteriofagos de RNA 
tern um peso molecular de —210.000 e consiste em quatro 
subunidades. Uma subunidade (M^ 65.000) e o produto do 
gene da replicase codificado pelo RNA viral e tern o sitio 
ativo para replicagao. As outras tres subunidades sao pro¬ 
temas hospedeiras normalmente envoMdas na sintese pro- 
teica da celula hospedeira: os fatores de alongamento da E. 
coli Tu (M^ 45.000) e Ts (M^ 34.000) (que transportam os 
aminoacil-tRNAs aos ribossomos) e a proteina SI (parte in¬ 
tegral da subunidade ribossomal 30S). Essas tres proteinas 
hospedeiras podem ajudar a RNA-replicase a localizar e a se 
ligar as extremidades 3' dos RNAs virais. 

A RNA-replicase isolada das celulas de E. coli infecta- 
das por Qj8 catalisa a formagao de um RNA complementar 


ao RNA viral, em uma reagao equivalente aquela catalisada 
por RNA-polimerases dependentes de DNA. A sintese de 
nova fita de RNA prossegue na diregao 5'^3' por um me¬ 
canismo quimico identico aquele usado em todas as outras 
reagoes de sintese de acidos nucleicos que precisam de um 
molde. A RNA-replicase precisa de RNA como seu molde e 
nao funcionara com DNA. Ela nao tern uma atividade de re- 
visao de endonuclease separada e tern uma taxa de erro se¬ 
melhante aquela da RNA-polimerase. Ao contrario das DNA 
e RNA-polimerases, as RNA-replicases sao especificas para 
o RNA de seu proprio virus; os RNA da celula hospedeira 
nao sao em geral replicados. Isso explica como os virus de 
RNA sao preferencialmente replicados na celula hospedei¬ 
ra, que contem muitos outros tipos de RNA. 

A sintese de RNA oferece pistas importantes para a 
evolu^ao bioqui'mica 

A complexidade e a ordem ex- 
traordinarias que distinguem os 
sistemas vivos dos inanimados 
sao manifestagoes essenciais de 
processes vitais fundamentais. 

A manutengao do estado vivo 
requer que transformagoes qui- 
micas seletivas ocorram muito 
rapidamente - especialmente 
aquelas que usam fontes de 
energia do meio e sintetizam 
macromoleculas celulares ela- 
boradas ou especializadas. A 
vida depende de catalisadores 
poderosos e seletivos - enzimas 
- e de sistemas de informagao 
capazes tanto de armazenar de 
mode seguro o modelo dessas 
enzimas quanto de reproduzir 
acuradamente esse modelo ge- 
ragao apos geragao. Os cromos¬ 
somos codificam o molde nao 
para a celula, mas para as enzi¬ 
mas que constroem e mantem a 
celula. As demandas paralelas 
por informagao e catalise apre¬ 
sentam um enigma classico: o 
que veio primeiro, a informagao 
necessaria para especificar a es- 
trutura ou as enzimas necessa- 
rias para manter e transmitir a 
informagao? 

A revelagao da complexi¬ 
dade estrutural e funcional do 
RNA levou Carl Woese, Francis 
Crick e Leslie Orgel a proporem 
nos anos 1960 que essa mole- 
cula poderia servir tanto como 
transportadora de informagao 
quanto como catalisadora. A 
descoberta de RNA catalisado¬ 
res conduziu essa proposta de 
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conjectura a hipotese e levou a ampla especulagao de que 
um “mundo de RNA” pode ter side importante na transigao 
da quimica pre-biotica para a vida (ver Figura 1-36). 0 pro¬ 
genitor de toda a vida nesse planeta, no sentido de que ele 
poderia reproduzir a si mesmo ao longo das geragoes da ori- 
gem da vida ao momento atual, pode ter sido uma molecula 
de RNA autorreplicadora on um polimero com caracteristi- 
cas quimicas equivalentes. 

Como pode ter surgido um polimero autorreplicador? 
Como ele poderia ter mantido a si mesmo em um meio em 
que os precursores para a sintese do polimero sao escassos? 
Como poderia a evolugao progredir de tal polimero para o 
mundo moderno de DNA-proteina? Essas perguntas dificeis 
podem ser abordadas por meio de experimentagao cuidado- 
sa, fornecendo pistas a respeito de como comegou e evoluiu 
a vida na Terra. A origem provavel das bases de purina e pi- 
rimidina e sugerida por experimentos projetados para testar 
hipoteses acerca da quimica pre-biotica (p. 33-34). A partir 
de moleculas simples que se acredita estavam presentes na 
atmosfera inicial CCH 4 , NHg, HgO, Hg), descargas eletricas 
como relampagos geram, primeiro, moleculas mais reativas 
como 0 HCN e aldeidos, entao um conjunto de aminoaci- 
dos e acidos organicos (ver Figura 1-34). Quando moleculas 
como 0 HCN se tornam abundantes, as bases purina e piri- 
midina sao sintetizadas em quantidades detectaveis. Nota- 
velmente, uma solugao concentrada de cianeto de amonia, 
submetida a refluxo por alguns dias, produz adenina com 
rendimentos de ate 0,5% (Figura 26-39). A adenina pode 
muito bem ter sido 0 primeiro e mais abundante constituinte 
de nucleotideo a aparecer na Terra. Curiosamente, a maioria 
dos cofatores enzimaticos contem adenosina como parte da 
sua estrutura, embora ela nao desempenhe nenhum papel 
direto na fungao do cofator (ver Figura 8-38). Talvez isso 
sugira uma relagao evolutiva. Com base na sintese simples 
de adenina a partir de cianeto, a adenina pode simplesmente 
ter sido abundante e disponivel. 

A hipotese do mundo de RNA precisa de um polimero 
de nucleotideos para reproduzir a si mesmo. Uma ribozima 
pode acarretar sua propria sintese a partir de um molde? Os 
pesquisadores estao proximos de encontrar tal ribozima on 
sistema de ribozimas. Por exemplo, Gerald Joyce e colabo- 
radores, em 2009, relataram o primeiro conjunto de duas 
ribozimas que poderiam fazer a catalise cruzada da forma- 
gao de cada um (Figura 26-40). Uma ribozima, E, catalisa 
a ligagao de dois oligonucleotideos (A' e B') para criar uma 
segunda ribozima complementar chamada E'. E' poderia 
entao catalisar a ligagao de dois outros oligonucleotideos 
(A e B) para formar outra molecula de E. Nesse sistema, a 
formagao de E e E' foi baseada em molde, e as quantidades 


NH2 

HCN -> C II I 

(NH4CN) 

H ^ 

FIGURA 26-39 Possivel smtese pre-biotica de adenina a partir de 
cianeto de amonia. A adenina e derivada de cinco moleculas de cianeto, 
indicadas pelo sombreamento. 


cresceram exponencialmente enquanto substrates estive- 
ram disponiveis e as proteinas estavam ausentes. 0 sistema 
evoluiu de mode que enzimas mais eficientes apareceram 
na populagao. Uma ribozima mais geral semelhante a RNA- 
-polimerase foi descrita em 2011 por Philipp Holliger e co- 
laboradores. De fato, o ritmo das descobertas nesse campo 
esta se acelerando. 

Um polimero autorreplicador usaria rapidamente os 
suprimentos disponiveis de precursores fornecidos pelos 
processes relativamente lentos da quimica pre-biotica. Por- 
tanto, desde um estagio inicial da evolugao, seriam neces- 
sarias vias metabolicas para gerar precursores de maneira 
eficiente, com a sintese de precursores presumivelmente 
catalisada por ribozimas. As ribozimas encontradas na na- 
tureza tern um repertorio limitado de fungoes cataliticas e 
nao ha qualquer vestigio das ribozimas que podem ter um 
dia existido. A fim de explorar a hipotese do mundo de RNA 
mais profundamente, e precise saber se o RNA tern o po- 
tencial de catalisar varias reagoes diferentes necessarias em 
um sistema primitive de vias metabolicas. 

A busca por RNA com novas fungoes cataliticas foi au- 
xiliada pelo desenvolvimento de um metodo que rapida¬ 
mente busca conjuntos de polimeros de RNA aleatorios 
e extrai aqueles com atividades particulares: o SELEX e 
nada menos do que a evolugao acelerada em um tube de 
ensaio (Quadro 26-3). Ele tern sido usado para gerar mole¬ 
culas de RNA que se ligam a aminoacidos, corantes organi¬ 
cos, nucleotideos, cianocobalamina e outras moleculas. Os 
pesquisadores isolaram ribozimas que catalisam a formagao 
de ligagoes de esteres e amidas, reagoes 8^2, metalagao 
(adigao de ions metalicos a) de porfirinas e formagao de 
ligagoes carbono-carbono. A evolugao de cofatores enzima¬ 
ticos com “algas” de nucleotideos que facilitam sua ligagao 
a ribozimas pode ter expandido ainda mais o repertorio de 
processes quimicos disponiveis para os sistemas metaboli- 
cos primitives. 

Como sera visto no proximo capitulo, algumas molecu¬ 
las de RNA naturals catalisam a formagao de ligagoes pep- 
tidicas, oferecendo uma ideia de como o mundo de RNA 
pode ter sido transformado pelo maior potencial catalitico 
das proteinas. A sintese de proteinas teria sido um evento 
importante na evolugao do mundo de RNA, mas tambem te¬ 
ria apressado o seu desaparecimento. 0 papel de transpor- 
tador da informagao do RNA pode ter passado para o DNA 
porque ele e quimicamente mais estavel. A RNA-replicase e 
a transcriptase reversa podem ser versoes modernas de en¬ 
zimas que um dia desempenharam papeis importantes em 
fazer a transigao para o sistema moderno baseado em DNA. 

A hipotese do mundo de RNA e agora apoiada por pelo 
menos cinco linhas de evidencia. Em primeiro lugar, catali- 
sadores de RNA existem. 0 RNA, portanto, claramente tern 
a capacidade tanto de armazenar a informagao quanto de 
catalisar reagoes. Em segundo lugar, a ampla faixa de rea¬ 
goes para as quais os catalisadores de RNA se desenvolve- 
ram e suficiente para formar a base de um sistema metabo- 
lico primordial. Em terceiro, ha numerosos RNA existentes, 
provavelmente vestigios de um mundo de RNA, incluindo 
ribozimas, retrovirus, virus de RNA e retrotransposons. Em 
quarto lugar, um catalisador de RNA e responsavel pela sin¬ 
tese de proteinas (Capitulo 27). Finalmente, catalisadores 
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FIGURA 26-40 Replica^ao autossustentada de uma enzima de RNA. 

Esse sistema tern muitas propriedades de urn sistema vivo. As moleculas de 
RNA incorporam informapao e funpao catalitica, e as reapoes produzem urn 
aumento exponencial nos RNA produzidos. Quando variantes dos substratos 
de RNA sao introduzidas, o sistema passa por selepao natural de modo que 
os melhores replicadores acabam por dominar a populapao. (a) 0 esque- 
ma da reapao e destacado. Oligorribonucleotideos A e B hibridizam com a 
ribozima E' e sao ligados cataliticamente para formar a ribozima E. A uniao 


dos oligorribonucleotideos A' e B' e de modo semelhante catalisada pela 
ribozima E. Os niveis de E e E' crescem exponencialmente, com um tempo 
de duplicapao de cerca de uma hora a 42°C, desde que haja um suprimento 
de precursores A, B, A' e B'. (b) A reapao de ligapao envolve ataque da 3'OH 
de um oligorribonucleotideo no a-fosfato do 5'-trifosfato do outro oligorri- 
bonucleotideo. 0 pirofosfato e liberado. 0 pareamento de bases dos subs¬ 
tratos com a ribozima desempenha um papel fundamental em alinhar os 
substratos para a reapao. 


de RNA com capacidade de autorreplicagao estao sendo 
descobertos em laboratorio. Um campo de investigagao ati- 
vo - qmmica pre-biotica (nao descrito aqui) - esta revelan- 
do vias plausiveis para o aparecimento dos precursores de 
nucleotideos na sopa pre-biotica. 

Parasitas moleculares podem tambem ter se originado 
em um mundo de RNA. Com a aparencia dos primeiros au- 
torreplicadores ineficientes, a transposigao pode ter sido 
uma alternativa potencialmente importante a replicagao 
como uma estrategia para a reprodugao bem-sucedida e a 
sobrevivencia. Os RNAs parasitas iniciais iriam simplesmen- 
te se transformar em uma molecula autorreplicadora por 
meio de transesterificagao catalisada e entao sofrer replica¬ 
gao passivamente. A selegao natural teria levado a transpo¬ 
sigao a ser sitio-especifica, tendo como alvo sequencias que 
nao interferiam com as atividades cataliticas do RNA hos- 


pedeiro. Os replicadores e os transposons de RNA podem 
ter existido em uma relagao simbiotica primitiva, cada um 
contribuindo para a evolugao do outro. Os introns moder- 
nos, retrovirus e transposons podem todos ser vestigios de 
uma estrategia de “sobreposigao” seguida por RNAs parasi¬ 
tas iniciais. Esses elementos continuam a fazer importantes 
contribuigoes para a evolugao dos sens hospedeiros. 

Embora o mundo de RNA permanega uma hipotese, 
com muitas lacunas ainda a serem explicadas, evidencias 
experimentais dao apoio a uma lista crescente de sens 
elementos-chave. Experimentagao adicional deve aumen- 
tar nosso entendimento. Pistas importantes para o quebra- 
-cabega serao encontradas nos trabalhos da quimica fun¬ 
damental, em celulas vivas, ou talvez em outros planetas. 
Enquanto isso, o universe de RNA continua a se expandir 
CQuadro 26-4). 
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METODOS 


0 metodo SELEX para gerar polimeros de RNA com novas fun^es 


0 SELEX (evolugao sistematica de ligantes por enrique- 
cimento exponencial) e usado para gerar aptameros, 
oligonucleotideos selecionados para se ligar firmemente 
a um alvo molecular especifico. 0 processo e geralmente 
automatizado para permitir identificagao rapida de um ou 
mais apttoeros com a especificidade de ligagao desejada. 

A Figura Q-1 ilustra como o SELEX e usado para se- 
lecionar uma especie de RNA que se liga firmemente ao 
ATR Na etapa O, uma mistura aleatoria de polimeros de 
RNA e submetida a “selegao nao natural” passando-a por 
uma resina a qual ATP esta ligado. 0 limite pratico para 
a complexidade de uma mistura de RNA no SELEX e de 
cerca de 10^^ sequencias diferentes, o que permite a alea- 
torizagao completa de 25 nucleotideos (4^^ = 10^^). Para 
RNAs maiores, o conjunto de RNA usado para iniciar a 
busca nao inclui todas as sequencias possiveis. Na etapa 
©, polimeros de RNA que passam pela coluna sao descar- 
tados; na etapa 0 , aqueles que se ligam ao ATP sao lava- 
dos da coluna com solugao salina e coletados. Na etapa 
O, os polimeros de RNA coletados sao amplificados pela 
transcriptase reversa para construir muitos complemen- 
tos de DNA para os RNAs selecionados; entao uma RNA- 
-polimerase faz muitos complementos de RNA a partir 
das moleculas de DNA resultantes. Na etapa 0, esse novo 
conjunto de RNAs e submetido ao mesmo procedimento 
de selegao e o ciclo e repetido uma duzia de vezes ou 
mais. Ao final, apenas alguns aptameros - nesse caso, as 
sequencias de RNA com afinidade consideravel por ATP 
- permanecem. 


10^^ sequencias de 
RNA aleatorias 


Repetir 



Sequencias de RNA 
que nao se ligam ao 
ATP (descartar) 

FIGURA Q-1 0 procedimento SELEX. 


Sequencias de RNA 
que se ligam ao ATP 


As caracteristicas da sequencia critica de um aptame- 
ro de RNA que se liga ao ATP sao mostradas na Figura 
Q-2; moleculas com essa estrutura geral se ligam ao ATP 
(e outros nucleotideos de adenosina) com < 50 ijm. A 
Figura Q-3 apresenta a estrutura tridimensional de um 
aptamero de RNA de 36 nucleotideos (mostrado como 
um complexo com o AMP) gerado pelo SELEX. Esse 
RNA tern a estrutura basica mostrada na Figura Q-2. 

1 Alem do seu uso na exploragao da funcionalidade 
^ potencial do RNA, o SELEX tern um lado pratico 


importante ao definir os RNA pequenos com uso farma- 
ceutico. Encontrar um aptamero que se ligue especifica- 
mente a cada alvo potencialmente terapeutico pode ser 
impossivel, mas a capacidade do SELEX de selecionar 
rapidamente e amplificar uma sequencia de oligonucleo¬ 
tideos especificos a partir de um conjunto altamente 
complexo de sequencias o torna uma abordagem promis- 
sora para a produgao de novas terapias. Por exemplo, se 
poderia selecionar um RNA que se liga fortemente a uma 
proteina receptora proeminente na membrana plasmati- 
ca de celulas em um tumor cancerigeno especifico. Blo- 
quear a atividade do receptor ou direcionar uma toxina 
para as celulas tumorais ao liga-la ao aptamero mataria as 
celulas. 0 SELEX tambem tern sido usado para selecio¬ 
nar aptameros de DNA que detectam esporos do antraz. 
Muitas outras aplicagoes promissoras se encontram em 
desenvolvimento. ■ 



FIGURA Q-2 Aptamero de RNA que se liga ao ATR Os nucleotideos som- 
breados sao aqueles necessaries para a atividade de ligaqao. 


GGAAGAAACUG 


Sequencias de 
RNA enriquecidas 
para a fungao de 
ligagao de ATP 


Amplificar 



FIGURA Q-3 (Derivado do PDB ID 1 RAW) Aptamero de RNA ligado ao 
AMR As bases dos nucleotideos conservados (formando o bolsao de liga- 
gao) estao brancas; o AMP ligado e vermelho. 
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QUADR026-4 Universode RNAem expansaocom RNATUF 


Estimativas atuais do numero de genes no genoma hu- 
mano, e em muitos outros genomas, sao mencionadas em 
varios locals ao longo desse texto. Essas estimativas pres- 
supoem que os cientistas conhegam um gene quando se 
deparam com ele, com base em nossa compreensao atual 
do DNA, RNA e proteinas. Esse pressuposto e correto? 

Como observado no Capitulo 9, menos de 2 % do ge¬ 
noma humano parece codificar proteinas. Mesmo quan- 



Isole o RNA 


Varias proteinas 
ligadoras de RNA 



Remova proteinas | Imunoprecipite 

- — 

- -O 

Remova proteinas 



_y 

Faga cDNA 
(iniciadore 
transcriptase reverse) 


Ligue covalentemente 
a biotina (B) ao quepe 

B- 

B 

B 

B 

Degrade o RNA nao 
pareado ao cDNA 
com a RNase I 

B 


do OS introns sao levados em conta, pode-se esperar que 
apenas uma minuscula fragao do genoma seja transcrita 
em RNA, principalmente mRNA para codificar aquelas 
proteinas. 0 resto do genoma tern sido algumas vezes 
chamado de DNA lixo. A alcunha “lixo” simplesmente re- 
flete nossa ignorancia, que lentamente esta dando lugar 
ao reconhecimento de que a maior parte do genoma e in- 
teiramente funcional. Em um esforgo para melhor mape- 
ar os limites do transcriptoma humano, os pesquisadores 
desenvolveram novas ferramentas para determinar com 
maior precisao quais sequencias genomicas sao trans- 
critas em RNA. As respostas sao surpreendentes. Muito 
mais do nosso genoma e transcrito em RNA do que qual- 
quer pessoa supunha. A maior parte desse RNA parece 
nao codificar proteinas. A maioria dele nao apresenta al¬ 
gumas das estruturas - p. ex., a cauda 3' de poli(A) - que 
caracteriza o mRNA. Entao o que esse RNA esta fazendo? 

A maioria dos metodos de abordagem desse assunto 
cai em duas categorias amplas: clonagem de cDNA e mi- 
croarranjos. A criagao de uma biblioteca de cDNA para 
estudar os genes transcritos em um genoma particular 
de eucariontes e descrita no Capitulo 9 (ver Figura 9-14). 
Entretanto, os metodos classicos para produzir cDNA 
frequentemente levam a clonagem de apenas parte da 
sequencia de um certo transcrito. Como a transcriptase 
reversa pode interromper sua atividade em regioes da es- 
trutura secundaria do mRNA, on pode simplesmente se 
dissociar, frequentemente 20% on menos dos clones em 
uma biblioteca de cDNA sao DNA de comprimento total. 
Isso torna dificil o uso da biblioteca para mapear os sitios 
de inicio da transcrigao (TSS) e para estudar a parte de 
um gene que codifica a sequencia aminoterminal de uma 
proteina. Uma das varias abordagens desenvoMdas para 
superar esse problema esta ilustrada na Figura Q-1. Es¬ 
ses refinamentos na tecnologia resultaram na criagao de 
bibliotecas de cDNA em que mais de 95% dos clones tern 
comprimento total, fornecendo uma fonte enriquecida 
de informagao acerca dos RNA celulares. Entretanto, os 
cDNA sao geralmente criados a partir de transcritos de 
RNA que tern caudas poli(A). 0 uso de microarranjos, 
associado a metodos de preparagao do cDNA que nao de- 
pendam das caudas poli(A) (Figura Q-2), revelaram que 
maior parte do RNA em celulas eucariontes nao apresen¬ 
ta as estruturas de terminagao comuns. 

Uma visao completa ainda nao emergiu, mas algumas 
conclusoes ja sao claras. Ao serem retiradas as sequen¬ 
cias repetitivas (p. ex., transposons) que podem constituir 



IsoleocDNAde 
comprimento total 
ligado a biotina 


B- 

B- 


FIGURA Q-1 Uma estrategia para donartodos os cDNAs. Um conjunto de 
mRNAs e isolado de uma amostra de tecido. Em alguns casos, os mRNAs 
ligados por uma proteina em particular podem ser marcados imunoprecipi- 
tando a proteina e isolando os mRNAs associados. A biotina (B) e covalente¬ 
mente ligada as extremidades 5' fazendo uso das caracteristicas unicas do 
quepe 5'. Um iniciador (roxo) poli(dT) e usado para disparar a transcrigao 
reversa dos mRNAs. A RNase I degrade o RNA que nao e parte de um hibrido 
de DNA-RNA e portanto destroi os pares incompletos cDNA-RNA. Os hibri- 
dos de comprimento total cDNA-RNA sao coletados com contas de estrep- 
tavidina (que se ligam a biotina), convertidos em DNA duplex e clonados. 
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(b) 


ate metade do genoma de mamiferos, pelo menos 40% - 
e talvez a grande maioria - do DNA genomico restante e 
transcrita em RNA. Parece haver mais RNA sem caudas de 
poli(A) do que RNA com elas. A maior parte desse RNA nao 
e transportada para o citoplasma, mas permanece exclusi- 
vamente no niicleo. Varios segmentos do genoma sao trans- 
critos em ambas as fitas; um transcrito e o complemento do 
outro, uma relagao chamada de antissenso. Varios dos RNAs 
antissenso podem estar envoMdos na regulagao dos RNAs 
com os quais eles pareiam. Muitos RNAs sao 
produzidos em apenas um on poucos tecidos 
e novos transcritos sao descobertos toda vez 
que uma nova fonte de tecidos e analisada. 

Desse modo, o transcriptoma complete ain- 
da nao foi definido para qualquer organismo. 

0 mais importante; muitos dos novos RNAs 
sao transcritos a partir de segmentos geno- 
micos, como aqueles ilustrados na Figura 
9-15, que compartilham sintenia em mais de 
um organismo. Essa conservagao evolutiva 
sugere fortemente que esses RNA tern uma 
importante fungao. 

Alguns dos novos RNAs sao snoRNAs, 
snRNAs on miRNAs, tipos de RNAs des¬ 
cobertos apenas nas ultimas duas deca- 
das. Novas sequencias TSS estao sendo 
descobertas. Novas classes de moleculas 
de RNA estao sendo definidas. Novos pa- 
droes de splicing alternative estao sendo 
elucidados. E todas essas descobertas es¬ 
tao desafiando nossas definigoes de gene. 

Nos genomas de camundongos e humanos, 
mesmo os familiares transcritos de mRNAs 
codificadores de protema podem ser mui- 
to mais numerosos do que inicialmente se 
pensava, e o numero de genes conhecidos 


FIGURA Q-2 Definindo o transcriptoma com microar- 
ranjos. (a) Blocos de microarranjos sao sintetizados, re- 
presentando as partes nao repetitivas do genoma. Em 
um arranjo desse tipo, os oligonucleotideos sucessivos 
nos pontos individuals se sobrepoem em sequencia, de 
modo que cada nucleotideo (como oT mostrado em 
azul) e representado multiplas vezes. (b) Uma amostra 
de tecido e fracionada para separar amostras nucleares e 
citoplasmaticas e o RNA e isolado de cada uma delas. 0 
RNA contendo caudas de poli(A) e separado do RNA sem 
as caudas (passando o RNA por uma coluna com poli(dT) 
ligado). 0 RNA com uma cauda de poli(A) e convertido 
em cDNA usando os metodos descritos na Figura Q-1. 
RNA que nao possui uma cauda de poli(A) e convertido a 
cDNA usando iniciadores com sequencias aleatorias. Os 
fragmentos de DNA resultantes nao correspondem em 
comprimento precisamente aos RNAs dos quais eles se 
originaram, mas o conjunto geral de DNA inclui a maioria 
das sequencias presentes nos RNAs originals. As amos¬ 
tras de cDNA sao entao marcadas e usadas para sondar 
os microarranjos. Os sinais dos microarranjos definem as 
sequencias que foram transcritas em RNA. 


codificadores de protemas pode em breve aumentar. En- 
tretanto, a fungao da maioria desses transcritos recen- 
temente descobertos nao e conhecida e eles podem ser 
simplesmente chamados de TUF (transcritos de fungao 
desconhecida, transcripts of unknown function). Esse 
novo universo de RNA e uma fronteira que promete co- 
nhecimentos adicionais nas investigagoes de celulas eu- 
cariontes e talvez um novo olhar sobre nossas origens no 
mundo de RNA do passado distante. 


(a) Sequencia do genoma 

AAGCTTATGGTCCCTAATCATAACGTAGCTTCCCTAATCTGA 
Oligos sintetizados para o microarranjo: 



r 

poli(A)+ 


r 

RNA nuclear 

JL 


JL 


1 

poli(A)“ 

1 


r 

poli(A)+ 

1 


1 

RNA citosolico 

j 


1 

poli(A)“ 

1 


FazercDNA 
(Iniciadores poli(dT)) 


FazercDNA 
(Iniciadores aleatorios) 


FazercDNA FazercDNA 

(Iniciadores poli(dT)) (Iniciadores aleatorios) 


Marcar o cDNA com corante 
fluorescente e sondar o 
microarranjo. 



Microarranjo 
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RESUMO 26.3 Smtese de RNA e DNA dependente de RNA 

► As DNA-polimerases dependentes de RNA, tambem 
chamadas de transcriptases reversas, foram descober- 
tas primeiro em retrovirus, que devem converter sens 
genomas de RNA em DNA de fita dupla como parte do 
sen ciclo vital. Essas enzimas transcrevem o RNA viral 
em DNA, um processo que pode ser usado experimen- 
talmente para formar DNA complementar. 

► Muitos transposons de eucariontes sao relacionados a 
retrovirus e seu mecanismo de transposigao inclui um 
RNA intermediario. 

► Telomerase, a enzima que sintetiza as extremidades do 
telomero dos cromossomos lineares, e uma transcripta¬ 
se reversa especializada que contem um molde interno 
de RNA. 

► As RNA-polimerases dependentes de RNA, tais como 
as replicases dos bacteriofagos RNA, sao especificas de 
molde para o RNA viral. 

► A existencia de RNA cataliticos e vias para a intercon- 
versao de RNA e DNA levou a especulagao de que um 
importante estagio na evolugao foi o aparecimento de 
um RNA (ou um polimero equivalente) que poderia ca- 
talisar sua propria replicagao. 0 potencial bioquimico 
dos RNA pode ser explorado pelo SELEX, um metodo 
para selecionar rapidamente sequencias de RNA com 
propriedades particulares ou cataliticas. 


Termos-chave 

Termos em negrito sao definidos no glossdrio. 


transcrigao 1057 
RNA mensageiro 
(mRNA) 1057 
RNA transportador 
(tRNA) 1057 
RNA ribossomal 
(rRNA) 1057 
transcriptoma 1057 
RNA polimerase dependente 
de DNA 1058 
fita-molde 1059 
fita nao molde 1059 
fita codificadora 1059 
promotor 1060 
sequencia de consenso 
1060 

footprinting 1062 
protema receptora de 
cAMP (CRP) 1061 
repressor 1061 
fatores de transcrigao 1066 
ribozimas 1069 
transcrito primario 1069 
splicing de RNA 1069 
quepe 5' 1070 

spliceossomo 1072 
RNA nuclear pequeno 
(snRNA) 1073 


caudapoli(A) 1075 
pollmerase-poliadenilada 
1075 

RNA nucleolar pequeno 
(snoRNA) 1079 
snoRNP 1079 
microRNA (mlRNA) 

1081 

sequencia-guia interna 
1082 

exossomo 1084 
polinucleotideo-fosforilase 

1085 

transcriptase reversa 

1086 

retrovirus 1087 
DNA complementar 
(cDNA) 1087 

homing 1089 
telomerase 1090 
alga T 1091 

RNA-polimerase dependente 
de RNA (RNA-replicase) 
1092 

SELEX 1093 
aptamero 1095 
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Especulagoes detalhadas sobre como pode ter sido uma forma de 
vida baseada em RNA e um bom resumo da pesquisa por tras delas. 


Problemas 

1. RNA-polimerase. (a) Quanto tempo demoraria para a 
RNA-polimerase da E. coli sintetizar o transcrito primario dos 
genes de E. coli que codificam as enzimas para o metabolismo 
da lactose (o operon lac de 5.300 pb, considerado no Capitulo 
28)? (b) Quanto se move ao longo do DNA a “bolha” formada 
pela RNA-polimerase em 10 segundos? 

2. Erro de conexao por RNA-polimerases. As DNA-poli- 
merases sao capazes de edigao e corregao de erros, enquanto a 
capacidade de corregao de erros nas RNA-polimerases parece 
ser bastante limitada. Uma vez que um erro de uma unica base 
na replicagao ou transcrigao pode levar a um erro na smtese 
proteica, sugira uma explicagao biologica possivel para essa 
diferenga. 

3. Processamento do RNA pos-transcricional. Preve os 
provaveis efeitos de uma mutagao na sequencia (5')AAUAAA 
no transcrito de um mRNA de eucariontes. 

4. Fita codificadora versus fita-molde. 0 genoma do 
RNA do fago Qj8 e a fita nao molde, ou fita codificadora, e quan- 
do introduzido na celula, funciona como um mRNA. Suponha 
que a RNA-replicase do fago Qj8 tenha sintetizado primaria- 
mente uma fita-molde de RNA e singularmente a incorporado, 
em vez de fitas nao molde, nas particulas virais. Qual seria o 
destine das fitas-molde quando elas entram em uma nova celu¬ 
la? Que enzima teria que ser incluida nas particulas virais para 
uma invasao bem-sucedida de uma celula hospedeira? 

5. Transcrigao. 0 gene codificando a enzima j8 galactosida- 
se de E. coli se inicia com a sequencia ATGACCATGATTACG. 
Qual e a sequencia do transcrito de RNA especificado por essa 
parte do gene? 

6. A qulmica da biossmtese de acidos nucleicos. Des- 
creva tres propriedades comuns as reagoes catalisadas pela 
DNA-polimerase, RNA-polimerase, transcriptase reversa e 
RNA-replicase. Como a enzima polinucleotideo-fosforilase e 
semelhante e diferente de cada uma dessas quatro enzimas? 

7. Splicing de RNA. Qual e o numero minimo de reagoes 
de transesterificagao necessarias para realizar splicing de um 
intron a partir de um transcrito de mRNA? Explique. 

8. Processamento de RNA. Se o splicing de mRNA em 
uma celula de vertebrado e bloqueado, as reagoes de modifi- 
cagao do rRNA tambem sao bloqueadas. Sugira uma razao para 
isso. 

9. Genomas de RNA. Os virus de RNA tern genomas rela- 
tivamente pequenos. Por exemplo, os RNA de fita simples de 
retrovirus tern cerca de 10.000 nucleotideos, e o RNA Qj8 tern 
apenas 4.220 nucleotideos de comprimento. Dadas as proprie¬ 
dades da transcriptase reversa e da RNA replicase descritas 
nesse capitulo, voce pode sugerir uma razao para o tamanho 
pequeno desses genomas virais? 
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10. Rastreamento de RNA por SELEX. 0 limite pratico 
para o numero de diferentes sequencias de RNA que pode ser 
rastreado em um experimento SELEX e de 10^^. (a) Suponha 
que voce esta trabalhando com oligonucleotideos de 32 nucleo- 
tideos de comprimento. Quantas sequencias existem em um 
conjunto aleatorio contando cada sequencia possivel? (b) Que 
percentual dessas pode ser rastreado em um experimento SE¬ 
LEX? (c) Suponha que voce deseja selecionar uma molecula 
de RNA que catalisa a hidrolise de um ester em particular. A 
partir do que voce sabe sobre catalise, proponha uma estra- 
tegia SELEX que possa Ihe permitir selecionar o catalisador 
apropriado. 

11. Morte lenta. 0 cogumelo mortal, Amanita phalloi- 
des, contem vmas substancias perigosas, incluindo a letal 
Q!-amanitina. Essa toxina bloqueia o alongamento do RNA em 
consumidores do cogumelo ao se ligar a RNA-polimerase 11 de 
eucariontes com muita afinidade; ela e mortal em concentra- 
goes tao baixas quanto 10“® m. A reagao inicial a ingestao do 
cogumelo e a de disturbio gastrintestinal (causado por algumas 
outras toxinas). Esses sintomas desaparecem, mas cerca de 
48hs depois, o consumidor de cogumelos morre, geralmente 
de disfungao hepatica. Especule sobre por que demora tanto 
tempo para a ce-amanitina mata-lo. 

^ 1 12. Detecgao de linhagens de tuberculose resisten- 
^ tes a rifampicina. A rifampicina e um importante anti- 
biotico usado para tratar a tuberculose e outras doengas mico- 
bacterianas. Algumas linhagens deMycohacterium tuberculosis, 
0 agente causador da tuberculose, sao resistentes a rifampicina. 
Essas linhagens se tornam resistentes por meio de mutagoes que 
alteram o gene rpoB, que codifica a subunidade j8 da RNA-poli- 
merase. Rifampicina nao pode se ligar a RNA-polimerase mutante 
e assim nao e capaz de bloquear a iniciagao da transcrigao. As 
sequencias de DNA de um grande numero de linhagens de M. 
tuberculosis resistentes a rifampicina apresentaram mutagoes 
em uma regiao especifica de 69 pb do rpoB. Uma linhagem resis- 
tente a rifampicina bem caracterizada tern a alteragao de um uni- 
co par de bases no rpoB que resulta na substituigao de um resi¬ 
due de His por um residues de Asp na subunidade j8. 

(a) Com base no seu conhecimento da quimica de protei- 
nas, sugira uma tecnica que permita a detecgao de uma linha¬ 
gem resistente a rifampicina contendo essa proteina mutante 
especifica. 

(b) Com base no seu conhecimento da quimica de acidos 
nucleicos, sugira uma tecnica para identificar a forma mutante 
do rpoB. 


Bioqui'mka na internet 

13. O gene da ribonuclease. A ribonuclease pancreatica 
humana tern 128 residues de aminoacidos. 

(a) Qual e o numero minimo de pares de nucleotideos ne¬ 
cessaries para codificar essa proteina? 

(b) 0 mRNA expressado em celulas pancreaticas humanas 
foi copiado com a transcriptase reversa para criar uma “biblio- 
teca” de DNA humano. A sequencia do mRNA que codifica a 
ribonuclease pancreatica humana foi determinada pelo se- 
quenciamento do DNA complementar (cDNA) a partir dessa 


biblioteca que incluiu uma fase de leitura aberta para essa pro¬ 
teina. Use o sistema de banco de dados Entrez (www.ncbi.nLm. 
nih.gov/Entrez) para encontrar a sequencia publicada desse 
mRNA (procure no banco de dados CoreNucleotide pelo nu¬ 
mero de acesso D26129). Qual e o comprimento desse mRNA? 

(c) Como voce pode explicar a discrepancia entre o tama- 
nho que voce calculou em (a) e o tamanho real do mRNA? 


Problema de analise de dados 

14. O caso da edigao do RNA. 0 receptor AMPA (acido 
Q!-amino-3-hidr6xi-5-metil-4-isoxazolepropi6nico) e um com- 
ponente importante do sistema nervoso humano. Ele esta pre¬ 
sente de vMas formas, em diferentes neuronios, e parte dessa 
variedade resulta de modificagao pos-transcricional. Esse pro¬ 
blema explora a pesquisa no mecanismo de edigao do RNA. 

Um relato inicial de Sommer e coautores (1991) abordou 
a sequencia que codifica um residuo-chave de Arg no receptor 
AMPA. A sequencia do cDNA (ver Figura 9-14) para o recep¬ 
tor AMPA mostrou um codon CGG (Arg; ver Figura 27-7) para 
esse aminoacido. De maneira surpreendente, o DNA genomico 
mostrou um codon CAG (Gin) nessa posigao. 

(a) Explique como esse resultado e consistente com a mo¬ 
dificagao pos-transcricional do mRNA do receptor AMPA. 

Rueter e colaboradores (1995) investigaram esse mecanis¬ 
mo detalhadamente. Primeiro, eles desenvolveram um ensaio 
com base no metodo de sequenciamento de DNA de Sanger 
para diferenciar entre transcritos editados e nao editados (ver 
Figura 8-33). Eles modificaram a tecnica para determinar se a 
base em questao era um A (como em CAG) ou nao. Eles desig- 
naram dois iniciadores de DNA com base na sequencia geno- 
mica do DNA dessa regiao do gene AMPA. Esses iniciadores e 
a sequencia de DNA genomico da fita nao molde para a regiao 
relevante do gene receptor do AMPA sao mostrados ao final da 
pagina; o residuo A editado esta em vermelho. 

A frm de detectar se esse A estava presente ou foi editado 
por outra base, Rueter e colaboradores usaram o seguinte pro- 
cedimento: 

1. Prepararam cDNA complementar ao mRNA, usando 
iniciador 1, transcriptase reversa, dATP, dGTP, dCTP e 
dTTP 

2. Removeram o mRNA. 

3. Hibridizaram o iniciador 2 marcado com ^^P com o 
cDNA, e reagiram isso com DNA-polimerase, dGTP, 
dCTP, dTTP e ddATP (didesoxi ATP; ver Figura 8-33). 

4. Desnaturaram os duplexes resultantes e os separaram 
com eletroforese em gel de poliacrilamida (ver Figura 
3-18). 

5. Detectaram especies de DNA marcado com ^^P por 
meio da autorradiografia. 

Eles descobriram que o mRNA editado produziu um DNA[^^P] 
de 22 nucleotideos, enquanto um mRNA nao editado produziu 
um DNA[^^P] de 19 nucleotideos. 

(b) Usando as sequencias a seguir, explique como os mRNA 
editados e nao editados resultaram nesses diferentes produtos. 

Usando o mesmo procedimento para medir a fragao de 
transcritos editada sob diferentes condigoes, os pesquisado- 


(59 ...GTCTCTGGTTTTCCTTGGGTGCCTTTATGCAGCAAGGATGCGATATTTCGCCAAG... 
Oligonucleotideo iniciador 1: C GT T C C T AC GC T AT AAAGC GGT T C (5') 

Oligonucleotideo iniciador 2: (5')CCTTGGGTGCCTTTA 
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res descobriram que extratos de celulas epiteliais em cultu- 
ra (uma linhagem celular comum chamada HeLa) poderiam 
editar o mRNA em um mvel superior. A fim de determinar 
a natureza do maquinario de edigao, eles pre-trataram um 
extrato celular ativo HeLa como descrito na tabela e medi- 
ram sua capacidade de editar mRNA AMPA. A proteinase K 
degrada apenas protemas; a nuclease de micrococos, apenas 
DNA. 


Amostra 

Pre-tratamento 

% mRNA editado 

1 

Nenhum 

18 

2 

Proteinase K 

5 

3 

Aquectmento a 65°C 

3 

4 

Aquectmento a 85°C 

3 

5 

Nuclease de micrococos 

17 


(c) Use esses dados para argumentar que a maquina de 
edigao consiste em proteina. Qual e uma fragilidade importan- 
te nesse argumento? 

Para determinar a natureza exata da base editada, Rueter e 
colaboradores usaram o seguinte procedimento: 

1. Produziram mRNA, usando [q!-^^P]ATP na mistura de 
reagao. 

2. Editaram o mRNA marcado pela incubagao do extrato 
HeLa. 

3. Hidrolisaram o mRNA editado em nucleotideos mono- 
fosfatos isolados com a nuclease PI. 

4. Separaram os nucleotideos monofosfatos com cromato- 
grafia de camada fina (TLC; ver Figura 10-25b). 

5. Identificaram com autorradiografia os nucleotideos mo¬ 
nofosfatos resultantes marcados com ^^P. 


Em mRNA nao editado, encontraram apenas [^^P]AMP; em 
mRNA editado encontraram principalmente [^^P]AMP com al- 
guns [^^P]1MP (inosina monofosfato; ver Figura 22-36). 

(d) Por que foi necessario usar [q!-^^P]ATP em vez de 
[j8-^^P]ATP ou [ 7 -^^P]ATP nesse experimento? 

(e) Por que foi necessario usar [q!-^^P]ATP em vez de 
j^-32p]GTp, [Q;_32p]CTP, ou [q;-^^P]UTP? 

(f) Como o resultado exclui a possibilidade que todo o nu- 
cleotideo A (agucar, base e fosfato) foi removido e substituido 
por um nucleotideo 1 durante o processo de edigao? 

Em seguida, os pesquisadores editaram o mRNA que foi 
marcado com [2,8-^H]ATP e repetiram o procedimento acima. 
Os unicos mononucleotideos produzidos marcados com ^H fo- 
ram o AMP e o IMP. 

(g) Como esse resultado exclui a remogao da base A (dei- 
xando intacto o esqueleto de agucar-fosfato) seguido pela 
substituigao com uma base 1 como mecanismo de edigao? Qual, 
entao, e o mecanismo mais provavel de edigao nesse caso? 

(h) Como a mudanga de um A para um residue 1 no mRNA 
explica uma alteragao de Gin para Arg na sequencia de protei- 
nas nas duas formas da proteina receptora AMPA? (Dica: ver 
Figura 27-8.). 
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A s protemas sao os produtos finais da maioria das vias 
de informagao. A toda hora, uma celula tipica requer 
milhares de protemas diferentes, as quais precisam ser 
sintetizadas em resposta as necessidades da celula naque- 
le memento, transportadas (direcionadas) para sens locals 
apropriados na celula e degradadas quando nao mais se fi- 
zerem necessarias. Muitos dos componentes e mecanismos 
basicos utilizados pela maquinaria de smtese proteica sao 
notavelmente bem conservados em todas as formas de vida, 
de bacterias a eucariotos, o que indica que esses compo¬ 
nentes e mecanismos ja estavam presentes no ultimo an¬ 
cestral comum universal de todos os organismos existentes 
hoje (LUCA, de last universal common ancestor'). 

A compreensao da smtese de protemas, o mais com- 
plexo processo de biossintese, tern side um dos maiores 
desafios da bioquimica. A smtese proteica em eucariotos 
envolve mais de 70 protemas ribossomais diferentes; 20 ou 
mais enzimas para ativar os precursores de aminoacidos; 
uma duzia ou mais de enzimas auxiliares e outros fatores 
proteicos para as etapas de iniciagao, alongamento e termi- 
no de polipeptideos; talvez 100 enzimas adicionais para o 
processamento final das diferentes protemas, e 40 ou mais 
tipos de RNAs transportadores e ribossomais. Ao todo, qua- 
se 300 macromoleculas diferentes cooperam para a smtese 
de polipeptideos. Muitas dessas macromoleculas estao or- 
ganizadas dentro da complexa estrutura tridimensional do 
ribossomo. 

Para se ter uma ideia do quanto a smtese de protemas 
e importante para a celula, considere os recursos celula- 
res destinados a esse processo. A smtese proteica chega a 
consumir 90% do total de energia utilizada por uma celula 
para reagoes biossinteticas. Todas as celulas de bacterias, 
arquibacterias e eucariotos contem de algumas a milhares 
de copias de diferentes protemas e RNAs. Os 15.000 ribos- 
somos, 100.000 moleculas de enzimas e fatores proteicos 
envoMdos na smtese de protemas e 200.000 moleculas de 
tRNA em uma celula bacteriana tipica correspondem a mais 
de 35% do peso seco da celula. 

Apesar da grande complexidade do processo de sintese 
proteica, as proteinas sao produzidas de forma extraordi- 
nariamente rapida. Um polipeptideo de 100 residues de 


aminoacidos e sintetizado em uma celula de Escherichia 
coli (a 37°C) em cerca de 5 segundos. A sintese de milha¬ 
res de proteinas diferentes em uma celula e firmemente 
regulada, de modo que as copias sao feitas apenas em nu- 
meros suficientes para suprir as necessidades metabolicas 
daquele dado memento. Para manter a combinagao e as 
concentragoes apropriadas de proteinas, os processes de 
enderegamento e degradagao devem estar sincronizados 
com o de sintese. As pesquisas estao, gradativamente, des- 
cobrindo a finamente coordenada coreografia celular que 
guia cada proteina para seu local apropriado na celula e 
que degrada essa proteina seletivamente quando ela nao e 
mais necessaria. 

0 estudo da sintese de pro¬ 
teinas oferece outra recompen- 
sa importante: uma visao de um 
mundo de catalisadores de RNA 
que pode ter existido antes do 
inicio da vida “como a conhe- 
cemos”. A elucidagao sobre a 
estrutura tridimensional dos 
ribossomos, que teve inicio no 
ano 2000, tern nos proporcio- 
nado uma visao cada vez mais 
detalhada dos mecanismos de sintese proteica. Tambem 
confirmou uma hipotese que havia sido levantada primeira- 
mente por Harry Noller duas decadas atras: as proteinas sao 
sintetizadas por uma gigantesca enzima formada por RNA! 

27.1 0 codigo genetico 

Tres grandes avangos estabeleceram o cenario para o nosso 
atual conhecimento sobre a biossintese de proteinas. Pri- 
meiro, no inicio da decada de 1950, Paul Zamecnik e co- 
laboradores planejaram uma serie de experimentos para 
investigar onde as proteinas sao sintetizadas na celula. Eles 
injetaram aminoacidos radioativos em rates e, a intervales 
diferentes de tempo apos a injegao, retiraram o figado, ho- 
mogeneizaram-no, fracionaram o material homogeneizado 
por centrifugagao e examinaram a presenga de proteina 
radioativa nas fragoes subcelulares. Quando se decorriam 
horas ou dias apos a injegao dos aminoacidos marcados, to¬ 
das as fragoes subcelulares continham proteinas marcadas. 
Por outro lado, quando se deixava passar apenas alguns 
minutes, as proteinas marcadas apareciam somente em 
uma fragao contendo pequenas particulas de ribonucleo- 
proteinas. Essas particulas, visiveis nos tecidos animals por 



Harry Noller 
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microscopia eletronica, foram 
entao identificadas como o local 
da sintese de protemas a partir 
dos aminoacidos e, mais tarde, 
foram denominadas ribossomos 
(Figura 27-1). 

0 segundo avango-chave 
foi feito por Mahlon Hoagland 
e Zamecnik, quando eles des- 
cobriram que os aminoacidos 
eram “ativados” quando incu- 
bados com ATP e com a fragao 
citosolica das celulas hepaticas. 
Os aminoacidos se ligavam a um 
RNA termoestavel soluvel do tipo que havia sido descoberto 
e caracterizado por Robert Holley e mais tarde denominado 
RNA transportador (tRNA), para formar aminoacil-tRNA. 
As enzimas que catalisam esse processo sao as aminoacil- 
-tRNA-sintases. 

0 terceiro avango resultou dos argumentos de Francis 
Crick acerca de como a informagao genetica codificada na 
linguagem de 4 letras dos acidos nucleicos era capaz de ser 
traduzida na linguagem de 20 letras das protemas. Um pe- 
queno acido nucleico (talvez RNA) poderia ter o papel de 
um adaptador, e uma parte da molecula adaptadora ligaria 
um aminoacido especifico, enquanto outra parte reconhe- 
ceria a sequencia nucleotidica que codifica aquele aminoa¬ 
cido no mRNA (Figura 27-2). Essa ideia foi logo verificada. 
0 tRNA adaptador “traduz” a sequencia nucleotidica de um 
mRNA na sequencia de aminoacidos de um polipeptideo. 0 
processo geral da sintese proteica dirigida por mRNA e com 
frequencia chamado simplesmente de tradugao. 

Esses tres avangos logo levaram a identificagao das tres 
etapas principals da sintese proteica e, finalmente, a eluci- 
dagao do codigo genetico que especifica cada aminoacido. 


Qrm 


Paul Zamecnik, 1912-2009 



FIGURA 27-1 Ribossomos e retkulo endoplasmatico. Micrografia ele¬ 
tronica e desenho esquematico de uma porqao de uma celula pancreatica, 
mostrando os ribossomos aderidos a superficie externa (citosolica) do reticu- 
lo endoplasmatico (RE). Os ribossomos sao os numerosos pontos ao longo 
das camadas paralelas de membrana. 


mRNA 



c| u| a|u|g|a|c 


Triplete de 
nucleotideos que 
codifica um aminoacido 


FIGURA 27-2 A hipotese de um adaptador proposta por Crick. Hoje, 
sabe-se que o aminoacido esta ligado covalentemente a extremidade 3' de 
uma molecula de tRNA e que um triplete de nucleotideos especifico em ou¬ 
tra parte do tRNA interage com um codon triplete especifico do mRNA por 
meio de ligaqoes de hidrogenio entre bases complementares. 


0 codigo genetico foi decifrado utilizando-se moldes 
artificiais de mRNA 

Por volta da decada de 1960, ja era evidente que pelo me- 
nos tres residues de nucleotideos no DNA eram necessaries 
para codificar cada aminoacido. As quatro letras do codigo 
de DNA (A, T, G e C), em grupos de dois, podem gerar ape- 
nas 4^ = 16 combinagoes diferentes, o que e insuficiente 
para codificar 20 aminoacidos. Grupos de tres, no entanto, 
geram 4^ = 64 combinagoes diferentes. 

Varias propriedades-chave do codigo genetico foram es- 
tabelecidas nos primeiros estudos geneticos (Figuras 27-3 
e27-4). Um codon e um triplete de nucleotideos que codi¬ 
fica um aminoacido especifico. A tradugao ocorre de forma 


Codigo nao , A U A ,.C G A ,.G U C 
sobreposto i 2 3 


Codigo 

sobreposto 


,A U A, C G A G U C 
1 


2 


3 

FIGURA 27-3 Codigos geneticos com e sem sobreposi^ao. Em um 

codigo sem sobreposiqao, os codons (enumerados consecutivamente) 
nao compartilham nucleotideos. Em um codigo com sobreposiqao, alguns 
nucleotideos no mRNA sao compartilhados por diferentes codons. Em um 
codigo triplete com sobreposiqao maxima, muitos nucleotideos, como, por 
exempio, o terceiro nucleotideo da esquerda para a direita (A), sao compar¬ 
tilhados por tres codons. Observe que, em um codigo com sobreposiqao, a 
sequencia triplete do primeiro codon limita as possiveis sequencias para o 
segundo codon. Um codigo sem sobreposiqao permite muito maior flexibi- 
lidade para as sequencias tripletes dos codons vizinhos e, portanto, para as 
possiveis sequencias de aminoacidos designadas pelo codigo. Hoje, sabe-se 
que o codigo genetico utilizado por todos os sistemas vivos e sem sobre- 
posiqao. 
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mRNA 5'- G U A 1^0 C ClfCnA C ||G G aI ^lT-3' 

(+) 


Insergao - G U A I^G C C irUc A ||C G ~^|A U - 

{-) 

Delegao - G U aIc C U|[^C G||G A U - 

(+) {-) 

Inser^aoe - G U A|[a G C ||C A^|G G A| [|J - 

delegao '-> 

Fase de leitura 
restabelecida 


tal que esses tripletes de nucleotideos sao lidos de maneira 
sucessiva e sem sobreposigao. Um primeiro codon especifi- 
co na sequencia estabelece a fase de leitura, na qual, a 
cada ties residuos de nucleotideos, inicia-se um novo co¬ 
don. Nao ha intermpgao entre os codons para os residuos 
de aminoacidos sucessivos. A sequencia de aminoacidos de 
uma proteina e definida por uma sequencia linear de triple¬ 
tes contiguos. A principio, qualquer sequencia de DNA fita 
simples on mRNA tern tres fases de leitura possiveis. Cada 
fase de leitura apresenta uma sequencia diferente de co¬ 
dons (Figura 27-5), mas apenas uma devera codificar uma 
dada proteina. Ainda restava uma questao-chave: quais 
eram as palavras de tres letras em codigo para cada amino- 
acido? 

Em 1961, Marshall Ni- 
renberg e Heinrich Matthaei 
relataram a primeira grande 
descoberta nesse sentido. Eles 
incubaram poliuridilato sinte- 
tico, poli(U), com um extrato 
de E. coli, GTP, ATP e uma 
mistura dos 20 aminoacidos 
em 20 tubes diferentes, cada 
um contendo um dos aminoa¬ 
cidos marcado radioativamen- 
te. Como o mRNA poli(U) e 
constituido por muitos triple¬ 
tes UUU sucessivos, ele deve- 
ria codificar a sintese de um 
polipeptideo contendo apenas o aminoacido codificado por 
UUU. De fato, um polipeptideo radioativo foi formado em 
apenas um dos 20 tubes, aquele contendo fenilalanina ra- 
dioativa. Assim, Nirenberg e Matthaei concluiram que o co¬ 
don UUU codifica a fenilalanina. A mesma abordagem logo 
mostrou que policitidilato, poli(C), codifica um polipepti¬ 
deo contendo apenas prolina (poliprolina), e poliadenilato. 


FIGURA 27-4 O codigo sem sobreposi^ao em triplete. As evidencias 
para a natureza geral do codigo genetico vieram de muitos tipos de experi- 
mentos, incluindo experimentos geneticos acerca de efeitos das mutagoes 
por delegao* e por insergao. Inserir ou deletar um par de bases (mostrados 
aqui no transcrito de mRNA) altera a sequencia de tripletes em um codigo 
sem sobreposigao; todos os aminoacidos codificados pelo mRNA apos a mu- 
danga sao afetados. A combinagao de mutagoes por insergao e por delegao 
afeta alguns aminoacidos, mas pode, no final, restabelecer a sequencia cor- 
reta de aminoacidos. A adigao ou remogao de tres aminoacidos (nao mos- 
trado) mantem os demais tripletes intactos, evidenciando que o codon e 
constituido por tres, e nao quatro ou cinco, nucleotideos. Os codons tripletes 
sombreados em cinza sao aqueles traduzidos a partir do gene original; os 
codons mostrados em azul sao novos codons resultantes de mutagoes por 
insergao ou delegao. 


* N. del. Delegao, do ingles deletion, ou deletar (do ingles delete, palavras por sua vez 
derivadas do latim deletunn, destruir, apagar) sao termos utilizados em genetica e bio- 
logia molecular para designar a remogao de um nucleotideo, de um aminoacido ou 
mesmo de um gene.Tambem pode ser utilizado o termo supressao. 

poll (A), codifica polilisina. Poliguanilato nao den origem a 
qualquer polipeptideo nesse experimento porque forma, 
espontaneamente, tetrades (ver Figura 8-2Od) que nao se 
ligam nos ribossomos. 

Os polinucleotideos sinteticos utilizados nesse experi¬ 
mento foram preparados com a polinucleotideo-fosforilase 
(p. 1085), que catalisa a formagao de polimeros de RNA a 
partir de ADP, UDP, CDP e GDP. Essa enzima, descoberta 
por Severo Ochoa, nao necessita de molde e forma polime¬ 
ros com uma composigao de bases que reflete diretamente 
as concentragoes relativas dos precursores, os nucleosi- 
deos 5'-difosfatos presentes no meio. Se a polinucleotideo- 
-fosforilase for colocada em meio contendo apenas UDP, ela 
formara apenas poli(U). Se estiver presente uma mistura 
contendo 5 partes de ADP e uma parte de CDP, ela formara 
um polimero no qual cerca de cinco sextos dos residuos sao 
adenilato e um sexto e citidilato. Esse polimero aleatorio 
provavelmente tera muitos tripletes com a sequencia AAA, 
numeros menores de tripletes AAC, AC A e CAA, relativa- 
mente menos tripletes ACC, CCA e CAC, e muito poucos 
tripletes CCC (Tabela 27-1). Utilizando uma variedade de 
mRNA artificials sintetizados pela polinucleotideo-fosforila¬ 
se a partir de diferentes misturas de ADP, GDP, UDP e CDP, 
os grupos de Nirenberg e de Ochoa logo identificaram as 
composigoes de bases dos tripletes que codificam quase to- 
dos os aminoacidos. Apesar de esses experimentos revela- 
rem a composigao de bases dos tripletes codificadores, eles 
nao foram capazes de revelar a sequencia das bases. 

CONVEN^AO-CHAVE: Grande parte da discussao que se segue 
trata de tRNA. 0 aminoacido especificado por um tRNA e 
indicado por um sobrescrito, como o tRNA^^, e o tRNA ami- 
noacilado e indicado por um nome com hifen: alanil-tRNA^^ 
ouAla-tRNA^". ■ 



Marshall Nirenberg, 1927-2010 


Fase de leitura 1 5' 
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Fase de leitura 2 
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Fase de leitura 3 
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FIGURA 27-5 Quadros de leitura no codigo genetico. Em um codigo siveis, mostradas aqui em cores diferentes. Os tripletes, e consequentemente 

sem sobreposigao em triplete, todos os mRNA tern tres fases de leitura pos- os aminoacidos codificados, sao diferentes em cada fase de leitura. 
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TABELA27-1 


Incorpora^ao de aminokidos em polipeptideos em resposta a polimeros aleatorios de RNA 


Aminoacido 

Frequencia de incorpora^ao 
observada (Lys = 100) 

Indicagao da tentativa da 
composigao de nucleotideos do 
codon correspondente^ 

Frequencia esperada de 
incorpora^ao com base na 
atribui^ao (Lys = 100) 

Asparagina 

24 

A^C 

20 

Glutamina 

24 

A^C 

20 

Histidina 

6 

AC^ 

4 

Lisina 

100 

AAA 

100 

Prolina 

7 

ACaCCC 

4,8 

Treonina 

26 

AjC, ACj 

24 


Nota: Aqui e apresentado um resumo dos dados de uma parte dos primeiros experimentos planejados para elucidar o codigo gene- 
tico. Um RNA sintetico contendo apenas residues A e C em uma proporgao de 5:1 direcionou a smtese de polipeptideos, e tanto a 
identidade como a quantidade de aminoacidos incorporados foram determinadas. Com base nas abundancias relativas de residues A 
e C no RNA sintetico, e atribuindo ao codon AAA (o codon mais provavel) a frequencia de 100, deveria haver tres codons diferentes 
com a composigao AgC, cada qual com frequencia relativa de 20; tres com a composigao ACg, cada qual com frequencia relativa de 
4, e CCC com frequencia relativa de 0,8. A indicagao de CCC foi com base na informagao obtida de estudos anteriores com poli(C). 
Quando duas indicagoes tentativas sao feitas, prop6e-se que ambas codificam o mesmo aminoacido. 

*Essas indicagoes da composigao de nucleotideos nao contem informagao sobre a sequencia nucleotidica (exceto, claro, AAA e CCC). 


Em 1964, Nirenberg e Philip Leder chegaram a outra 
grande descoberta experimental Ribossomos isolados de E. 
coll se ligam a um aminoacil-tRNA especifico na presenga 
do polinucleotideo mensageiro correspondente. Por exem- 
plo, ribossomos incubados com poliCU) e fenilalanil-tRNA^^^ 
(Phe-tRNA^^^) se ligam a ambos os RNAs, mas, se incubados 
com poli(U) e algum outro aminoacil-tRNA, o aminoacil- 
-tRNA nao e ligado, porque nao reconhece os tripletes UUU 
no poli(U) (Tabela 27-2). Mesmo trinucleotideos eram capa- 
zes de promover a ligagao especifica de tRNA apropriados; 
portanto, esses experimentos podiam ser realizados com 
pequenos oligonucleotideos sintetizados artificialmente. 
Com essa tecnica, os pesquisadores determinaram quais 
aminoacil-tRNA se ligavam a 54 dos 64 codons possiveis. 
Para alguns codons, on nenhum on mais de um aminoacil- 
-tRNA poderiam ligar-se. Outro metodo era necessario para 
completar e confirmar o codigo genetico inteiro. 

Por volta dessa epoca, uma abordagem complementar 
foi fornecida por H. Gobind Khorana, que desenvolveu me- 
todos qmmicos para sintetizar polirribonucleotideos com 
sequencias repetidas de duas a quatro bases definidas. Os 
polipeptideos produzidos a partir desses mRNA possmam 


TABELA 27-2 


Trinucleotideos que induzem a ligagao especifica de 
aminoacil-tRNA aos ribossomos 



Aumento relativo da ligagao ao rlbossomo de 
aminoacil-tRNA marcado com 

Trinucleotideo 

Phe-tRNA"'' 

Lys-tRNA'^’" 

Pro-tRNA’’™ 

UUU 

4,6 

0 

0 

AAA 

0 

7,7 

0 

CCC 

0 

0 

3,1 


Fonte: Modificada de Nirenberg, M. & Leder, R (1964) RNA code words and 
protein synthesis. Science 145, 1399. 

*Cada niimero representa o fator de aumento da quantidade de ^^C hgado quan¬ 
do o trinucleotideo indicado estava presente, em relagao ao controle sem trinu- 
cleotideo. 


um on poucos aminoacidos em 
padroes repetidos. Esses pa- 
droes, quando combinados com 
as informagoes obtidas a partir 
dos polimeros aleatorios utiliza- 
dos por Nirenberg e colabora- 
dores, permitiram designagoes 
nao ambiguas para os codons. 0 
copolimero (AC)^, por exemplo, 
tern codons alternados ACA e 
CAC: AC AC AC AC AC AC AC A. 0 
polipeptideo sintetizado a par¬ 
tir desse mensageiro continha 
quantidades iguais de treonina e 
histidina. Considerando-se que 
um codon de histidina tern um A e dois C (Tabela 27-1), 
CAC deve codificar histidina e ACA treonina. 

A consolidagao dos resultados de muitos experimentos 
permitiu a determinagao dos aminoacidos codificados por 61 
dos 64 codons possiveis. Os outros tres foram identificados 
como codons de parada, em parte porque eles interrompiam 
os padroes de codificagao de aminoacidos quando apareciam 
em um polimero sintetico de RNA (Figura 27-6). Em 1966, 
ja haviam sido estabelecidos os significados para todas as 
trincas de codons (organizados no quadro da Figura 27-7), 
as quais foram verificadas por meio de muitas maneiras dife¬ 
rentes. A decifragao do codigo genetico e tida como uma das 
mais importantes descobertas cientificas do seculo XX. 

Os codons sao a chave para a tradugao da informagao 
genetica, direcionando a smtese de proteinas especificas. 
A fase de leitura e estabelecida quando a tradugao de uma 
molecula de mRNA e iniciada e e mantida a medida que a 
maquinaria de smtese vai lendo a mensagem sequencial- 
mente, de um triplete para outro. Se a fase de leitura inicial 
estiver com uma on duas bases desalinhadas, on se a tra¬ 
dugao, de alguma forma, pular um nucleotideo no mRNA, 
todos os codons subsequentes ficarao fora de registro; o 
resultado, geralmente, e uma proteina “errada” com uma 
sequencia de aminoacidos distorcida. 



H. Gobind Khorana 
1922-2011 
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Fasedeleitura 1 5'- |G U A ||A G U G ||U A ~a1|G U a]|A G U| A A-3' 


Fasedeleitura2 -G U A A G U A A G U A A G U A A G U A A- 


Fasedeleitura 3 -G U |A A G||U A A||G U A||A G U||A A G||U A A| - 

FIGURA 27-6 Efeito de um codon de parada em um tetranucleotideo repetitivo. Codons de parada (cor 
salmao) sao encontrados em cada quarto codon em tres janelas de leitura diferentes (mostradas em cores dife- 
rentes). Dipeptideos ou tripeptideos sao sintetizados, dependendo de onde o ribossomo se ligar inicialmente. 


Primeira letra do codon (extremidade 5') 

Segunda letra 
do codon 


U C A G 


uuu 

Phe 

UCU 

Ser 

UAU 

Tyr 

UGU 

Cys 

uuc 

Phe 

UCC 

Ser 

UAC 

Tyr 

UGC 

Cys 

UUA 

Leu 

UCA 

Ser 

UAA 

Parada 

lUGA 1 

Parada 

UUG 

Leu 

UCG 

Ser 

UAG 

Parada 

UGG 

Trp 

CUU 

Leu 

ecu 

Pro 

CAU 

His 

CGU 

Arg 

cue 

Leu 

ccc 

Pro 

CAC 

His 

CGC 

Arg 

CUA 

Leu 

CCA 

Pro 

CAA 

Gin 

CGA 

Arg 

CUG 

Leu 

CCG 

Pro 

CAG 

Gin 

CGG 

Arg 

AUU 

lie 

ACU 

Thr 

AAU 

Asn 

AGU 

Ser 

AUC 

lie 

ACC 

Thr 

AAC 

Asn 

AGC 

Ser 

AUA 

lie 

ACA 

Thr 

AAA 

Lys 

AGA 

Arg 

AUG 

Met 

ACG 

Thr 

AAG 

Lys 

AGG 

Arg 

GUU 

Val 

GCU 

Ala 

GAU 

Asp 

GGU 

Gly 

GUC 

Val 

GCC 

Ala 

GAC 

Asp 

GGC 

Gly 

GUA 

Val 

GCA 

Ala 

GAA 

Glu 

GGA 

Gly 

GUG 

Val 

GCG 

Ala 

GAG 

Glu 

GGG 

Gly 


FIGURA 27-7 "Dicionario" das palavras que codificam aminoacidos 
no mRNA. Os codons sao escritos na direpao 5' ^ 3'. A terceira base de 
cada codon (em negrito) desempenha um papel menor na especificapao do 
aminoacido em relapao as duas primeiras. Os tres codons de parada estao 
sombreados em cor salmao e o codon de iniciapao AUG em verde.Todos os 
aminoacidos, com excepao da metionina e do triptofano, tern mais de um 
codon. Na maioria dos casos, os codons que especificam os aminoacidos 
diferem apenas na terceira base. 


Vmos codons apresentam fungoes especiais (Figura 27- 
7). 0 codon de iniciagao AUG e o sinal mais comum para 
o inicio de um polipeptideo em todas as celulas, alem de 
codificar residues Met nas posigoes internas dos polipepti- 
deos. Os codons de parada (UAA, UAG e UGA), tambem 
denominados codons de termino ou codons sem sentido, 
geralmente sinalizam o fim da sintese de polipeptideos e 
nao codificam qualquer aminoacido conhecido. Algumas 
excegoes a essas regras sao discutidas no Quadro 27-1. 

Como sera discutido na Segao 27.2, o inicio da sintese 
de proteinas na celula e um processo elaborado que depen- 
de dos codons de iniciagao e outros sinais no mRNA. Em 
uma retrospectiva, os experimentos de Nirenberg, Khorana 
e outros pesquisadores para identificar a fungao dos codons 
nao deveriam ter funcionado na ausencia dos codons de 
iniciagao. Casualmente, as condigoes experimentais per- 


mitiram que a sintese ocorresse sem que essas exigencias 
normais de iniciagao estivessem totalmente cumpridas. A 
diligencia e o acaso levaram a uma importante descoberta - 
fato bastante comum na historia da bioquimica. 

Em uma sequencia aleatoria de nucleotideos, 1 a cada 
20 codons em cada fase de leitura e, em media, um codon 
de parada. Geralmente, uma fase de leitura sem um co¬ 
don de parada entre 50 ou mais codons e considerada uma 
fase de leitura aberta (ORF, de open reading frame'). 
Longas fases de leitura aberta geralmente correspondem a 
genes que codificam proteinas. Na analise de bancos de da¬ 
dos de sequencias, programas sofisticados sao utilizados na 
busca de fases de leitura aberta para encontrar genes em 
meio a um imenso mar de DNA nao genico. Um gene inin- 
terrupto que codifica uma proteina tipica de peso molecular 
de 60.000 requereria uma fase de leitura aberta com 500 
codons ou mais. 

Uma caracteristica intrigante do codigo genetico e que 
um aminoacido pode ser codificado por mais de um codon, 
de modo que o codigo e considerado degenerado. Isso nao 
significa que o codigo seja falho: apesar de um aminoacido 
possuir um ou mais codons, cada codon codifica apenas um 
aminoacido. A degeneragao do codigo nao e uniforme. En- 
quanto a metionina e o triptofano tern, cada um, apenas um 
codon, tres aminoacidos (Arg, Leu, Ser), por exemplo, tern 
seis codons cada, cinco aminoacidos tern quatro, a isoleu- 
cina tern tres, e nove aminoacidos tern dois (Tabela 27-3). 

0 codigo genetico e quase universal. Com a excegao in¬ 
trigante de algumas pequenas variagoes nas mitocondrias, 
em algumas bacterias e em alguns eucariotos unicelulares 
(Quadro 27-1), os codons dos aminoacidos sao identicos em 


TABELA 27-3 


A degeneragao do codigo genetico 


Aminoacido 

Numero 
de codons 

Aminoacido 

Numero 
de codons 

Met 

1 

Tyr 

2 

Trp 

1 

He 

3 

Asn 

2 

Ala 

4 

Asp 

2 

Gly 

4 

Cys 

2 

Pro 

4 

Gin 

2 

Thr 

4 

Glu 

2 

Val 

4 

His 

2 

Arg 

6 

Lys 

2 

Leu 

6 

Phe 

2 

Ser 

6 
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QUADRO 27-1 Exce^es que provam a regra: variates naturals no codigo genetico 


Em bioqmmica, bem como em outras disciplinas, exce- 
goes as regras gerais podem ser problematicas para os 
professores e frustrantes para os alunos. Ao mesmo tem¬ 
po, no entanto, elas nos ensinam que a vida e complexa e 
nos inspiram para a busca de novas surpresas. Entender 
as excegoes pode ate mesmo reforgar a regra original de 
maneira surpreendente. 

Seria de se esperar que o codigo genetico tivesse pou- 
cas variagoes. Mesmo a substituigao em um unico amino- 
acido pode ter profundos efeitos deleterios na estrutura 
de uma proteina. Ainda assim, ocorrem variagoes no co¬ 
digo em alguns organismos, e essas variagoes sao interes- 
santes e instrutivas. Os tipos de variagoes e sua raridade 
fornecem fortes evidencias de uma origem evolutiva co¬ 
mum para todos os seres vivos. 

Para alterar o codigo, as mudangas devem ocorrer noCs) 
gene(s) que codifica(m) um on mais tRNAs, sendo o antico¬ 
don 0 alvo mais obvio para a alteragao. Tal mudanga levaria 
a uma insergao sistematica de um aminoacido em um codon 
que, de acordo com o codigo padrao (ver Figura 27-7), nao 
e especifico para aquele aminoacido. 0 codigo genetico, na 
verdade, e definido por dois elementos: (1) os anticodons 
nos tRNAs (que determinam onde um aminoacido e inse- 
rido em uma cadeia polipeptidica em crescimento) e (2) a 
especificidade das enzimas - as aminoacil-tRNA-sintases - 
que carregam aminoacidos nos tRNAs, assim determinando 
a identidade do aminoacido ligado a um determinado tRNA. 

A maioria das mudangas repentinas no codigo teria 
efeitos catastroficos nas proteinas celulares; portanto, e 
mais provavel que alteragoes no codigo persistiram onde 
relativamente poucas proteinas seriam afetadas - como 
em genomas pequenos que codificam poucas proteinas. 
As consequencias biologicas de uma mudanga no codigo 
poderiam tambem ser reduzidas restringindo-se as mu¬ 
dangas aos tres codons de parada, os quais geralmente 
nao ocorrem dentro de genes (ver Quadro 27-4 para as 
excegoes a essa regra). Esse padrao e de fato observado. 

Das pouquissimas variagoes conhecidas no codigo ge¬ 
netico, a maioria ocorre no DNA mitocondrial (mtDNA), 
o qual codifica apenas 10 ou 20 proteinas. As mitocon- 
drias tern sens proprios tRNAs; portanto, as variagoes 
no seu codigo nao afetam o genoma celular, que e mui- 
to maior. As mudangas mais comuns nas mitocondrias 
envolvem codons de parada. Essas mudangas afetam a 
terminagao nos produtos de apenas um grupo de genes, 
e as vezes os efeitos sao minimos, porque os genes tern 
codons de parada multiples (redundantes). 

0 mtDNA de vertebrados tern genes que codificam 
13 proteinas, 2 rRNAs e 22 tRNAs (ver Figura 19-40a). 
0 pequeno numero de alteragao nos codons, aliado a um 


conjunto incomum de regras de oscilagao (p. 1110), faz os 
22 tRNAs serem suficientes para decodificar os genes que 
carregam a mensagem para a sintese das 13 proteinas, 
enquanto no codigo padrao sao necessaries 32 tRNAs. 
Nas mitocondrias, essas mudangas podem ser vistas como 
uma aerodinamica genomica, pois um genoma menor con- 
fere uma vantagem na replicagao para a organela. Quatro 
familias de codons (nas quais o aminoacido e determinado 
pelos dois primeiros nucleotideos) sao decodificadas por 
um unico tRNA com um residue U na primeira posigao 
(oscilante) no anticodon. Ou o U pareia, de alguma forma, 
com qualquer uma das quatro possiveis bases na tercei- 
ra posigao do codon, ou um mecanismo do tipo “dois de 
tres” e utilizado - ou seja, nao e necessario o pareamento 
de bases na terceira posigao. Outros tRNAs reconhecem 
codons com A ou G na terceira posigao, e outros, ainda, 
reconhecem U ou C, de mode que praticamente todos os 
tRNAs reconhecem dois ou quatro codons. 

No codigo padrao, apenas dois aminoacidos sao es- 
pecificados por um unico codon: metionina e triptofano 
(ver Tabela 27-3). Se todos os tRNAs mitocondriais re¬ 
conhecem dois codons, seria de se esperar codons adi- 
cionais para Met e Trp nas mitocondrias. E foi verificado 
que a variagao de codon mais comum esta no codon de 
parada UGA que especifica o triptofano. 0 tRNA^^ reco- 
nhece e insere um residue Trp tanto para o codon UGA 
como para o codon normal do Trp, UGG. A segunda va¬ 
riagao mais comum e a conversao de AUA, de um codon 
que codifica lie, para um codon que codifica Met; o co¬ 
don normal para Met e AUG, e um unico tRNA reconhece 
ambos os codons. As variagoes de codigo conhecidas nas 
mitocondrias estao resumidas na Tabela Q-1. 

Considerando as mudangas bem mais raras que ocor¬ 
rem nos codigos de genomas celulares (para diferenciar 
dos mitocondriais), constatou-se que a unica variagao em 
uma bacteria e, novamente, o uso de UGA para codificar 
residues Trp, o que ocorre no organismo unicelular de vida 
livre mais simples, o Mycoplasma capricolum. Entre os 
eucariotos, raras mudangas de codigo extramitocondriais 
sao observadas em algumas especies de protistas ciliados, 
em que ambos os codons de parada UAA e UAG podem 
especificar a glutamina. Tambem existem cases raros e in- 
teressantes nos quais codons de parada foram adaptados 
para codificar aminoacidos que nao estao entre os 20 ami- 
noacidos-padrao, como detalhado no Quadro 27-3. 

As mudangas no codigo nao precisam ser absolutas; 
um codon nem sempre codifica um mesmo aminoacido. 
Por exemplo, em muitas bacterias - incluindo E. coli -, 
GUG (Val) e, as vezes, utilizado como codon de iniciagao 
que especifica Met. Isso ocorre apenas para aqueles genes 


todas as especies estudadas ate agora. Seres humanos, E. 
coli, a planta do tabaco, anfibios e virus compartilham do 
mesmo codigo genetico. Portanto, parece que todas as for¬ 
mas de vida tern um ancestral comum na escala evolutiva, 
cujo codigo genetico foi preservado ao longo da evolugao 
biologica. Ate mesmo as variagoes reforgam esse tema. 


A oscila^o permite que alguns tRNA reconhe^am mais 
de um codon 

Quando varies codons diferentes especificam um amino¬ 
acido, a diferenga entre eles geralmente se da na terceira 
base (na extremidade 3')- Por exemplo, a alanina e codi- 
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TABELAQ-1 


Variates do codigo conhecidas em mitocondrias 


Codons^ 


AGA 

UGA AUA AGG CUN CGG 


Codon normal 

Termino 

lie 

Arg 

Leu 

Arg 

Animals 

Vertebrados 

Trp 

Met 

Parada 

+ 

+ 

Drosophila 

Trp 

Met 

Ser 

+ 

+ 

Leveduras 

Saccharomyces cerevisiae 

Trp 

Met 

+ 

Thr 

+ 

Torulopsis glabrata 

Trp 

Met 

+ 

Thr 

9 

Schizosaccharomyces pomhe 

Trp 

+ 

+ 

+ 

+ 

Fungos filamentosos 

Trp 

+ 

+ 

+ 

+ 

Tripanossomas 

Trp 

+ 

+ 

+ 

+ 

Plantas superiores 

+ 

+ 

+ 

+ 

Trp 

Chlamydomonas reinhardtii 

9 

+ 

+ 

+ 

9 


*N indica qualquer nucleotideo; +, o codon apresenta o mesmo significado quo no codigo normal; ?, o codon nao e observado nesse 
genoma mitocondrial. 


em que a sequencia GUG esta apropriadamente localizada 
em relagao a sequencias especificas de mRNA que afetam 
0 inlcio da tradugao (como discutido na Segao 27.2). 

A alteragao mais surpreendente do codigo genetico e 
observada em algumas especies de fungos do genero Can¬ 
dida, como descoberto originalmente em Candida albi¬ 
cans. C. albicans e um organismo com alta complexidade 
genomica, e ainda assim o seu codigo genetico sofreu uma 
mudanga significativa: o codon GUG, que normalmente co- 
difica Leu, codifica Ser nesse organismo. A pressao de se- 
legao natural sobre essa mudanga e completamente desco- 
nhecida. Alem disso, a natureza quimica de Ser e Leu sao 
bastante diferentes. Entretanto, ate mesmo essa mudanga 
pode ser compreendida com base nas propriedades de um 
codigo universal. Quando varies codons codificam um mes¬ 
mo aminoacido e faz use de multiples tRNAs, nem todos 
os codons sao utilizados com a mesma frequencia. Em um 
fenomeno denominado vies de codon, alguns codons que 
codificam um aminoacido especifico sao utilizados mais fre- 
quentemente (as vezes muito mais frequentemente) do que 
outros. Os tRNAs para os codons mais utilizados estao pre- 
sentes geralmente em maior concentragao do que os tRNAs 
para codons menos usados. A degeneragao de codons leva 
a existencia de seis codons para Leu. Nas bacterias, GUG e 
usado frequentemente para codificar Leu. No entanto, em 
fungos de generos muito proximos a Candida, mas que nao 


tern a alteragao no codigo, o codon GUG e usado raramente 
para codificar Leu e geralmente esta ausente em proteinas 
que sao altamente expressas. Uma mudanga no sentido da 
codificagao do GUG teria, assim, um efeito muito menor no 
metabolismo celular de fungos do que se todos os codons 
fossem usados com a mesma frequencia. A mudanga no co¬ 
digo pode ter ocorrido a partir de uma perda gradual dos 
codons GUG em genes e do tRNA que reconhece GUG como 
um codon de Leu, seguido por um evento de captura - uma 
mutagao no anticodon de um tRNA"^"^ que permitiu que este 
reconhecesse GUG. Alternativamente, pode ter havido um 
estagio intermediario no qual GUG fosse reconhecido como 
codon codificador tanto Leu como Ser, talvez com sinais es- 
pecificos nos mRNAs que ajudassem um tRNA ou outro a 
reconhecerem codons GUG especificos (ver Quadro 27-3). 
A analise filogenetica indica que a redefinigao de GUG como 
um codon de Ser ocorreu nos ancestrais de Candida ha 
cerca de 150 a 170 milhoes de anos. 

Essas variagoes nos mostram que o codigo nao e tao 
universal como outrora se acreditava, mas que sua flexibili- 
dade e rigorosamente restringida. As variagoes sao, obvia- 
mente, derivadas do codigo normal, e nunca se encontrou 
qualquer exemplo de um codigo totalmente diferente. 0 
limite de variagoes no codigo fortalece o principio de que 
todas as formas de vida deste planeta evolmram com base 
em um unico (levemente flexivel) codigo genetico. 


ficada pelos tripletes GCU, GCC, GCA e GCG. Os codons 
para a maioria dos aminoacidos podem ser simbolizados 
por XY\ ou As duas primeiras letras de cada codon 
sao os determinantes primarios da especificidade, uma 
caractenstica que apresenta algumas consequencias in- 
teressantes. 


Os RNAs transportadores pareiam com codons do 
mRNA em uma sequencia de tres bases no tRNA denomi- 
nada anticodon. A primeira base do codon no mRNA (lido 
na diregao 5'^3') pareia com a terceira base do anticodon 
(Figura 27-8a). Se o triplete do anticodon de um tRNA 
reconhecesse apenas um triplete de codon no pareamento 
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3' 



Codon 

(a) 


3 2 1 3 2 1 3 2 1 


Anticodon 

(3 3 

G-C-J_ 

G-C-J^ 

G-C-J_ (5 

Codon 

(5 3 

C-G-A 

C-G-U 

C-G-C (3 


1 2 3 1 2 3 1 2 3 


(b) 

FIGURA27-8 Pareamento entre codon e anticodon, (a) 0 alinhamen- 
to entre os dois RNAs e antiparalelo. 0 tRNA esta mostrado na configurapao 
tradicional de folha-de-trevo. (b)Tres pareamentos diferentes com o codon 
sao possiveis quando o anticodon do tRNA contem inosinato. 


2. A primeira base do anticodon (lendo na diregao 
5'^3'; essa base pareia com a terceira base do co¬ 
don) determina o numero de codons reconhecidos 
pelo tRNA. Quando a primeira base do anticodon 
e C on A, o pareamento de bases e especifico, e 
apenas um codon e reconhecido por aquele tRNA. 
Quando a primeira base e U on G, a ligagao e me- 
nos especifica, e dois codons diferentes podem ser 
lidos. Quando inosina (I) e o primeiro nucleotideo 
(oscilante) de um anticodon, tres codons diferen¬ 
tes podem ser reconhecidos - o numero maximo 
para qualquer tRNA. Essas relagoes estao resumi- 
das na Tabela 27-4. 

3. Quando um aminoacido e especificado por diver- 
sos codons diferentes, os codons que diferem em 
uma das duas primeiras bases requerem tRNAs di¬ 
ferentes. 

4. Um minimo de 32 tRNAs sao necessarios para tra- 
duzir todos os 61 codons (31 para codificar os ami- 
noacidos e 1 para o inicio da tradugao). 

A base oscilante (ou terceira base) do codon contribui 
para a especificidade, mas, como ela pareia de forma frou- 
xa com sua base correspondente no anticodon, ela permite 
uma dissociagao rapida entre o tRNA e seu codon durante 
a sintese proteica. Se todas as tres bases de um codon se 
envolvessem em fortes pareamentos Watson-Crick com as 
tres bases do anticodon, os tRNAs se dissociariam muito 
lentamente, e isso limitaria a velocidade da sintese protei¬ 
ca. As interagoes codon-anticodon permitem um equilibrio 
entre acuidade e velocidade. 


de bases de Watson-Crick, em todas as tres posigoes, as 
celulas teriam um tRNA para cada codon de aminoacido. 
Entretanto, esse nao e o caso, pois os anticodons em alguns 
tRNA incluem o nucleotideo inosinato (designado como I), 
o qual contem uma base incomum, a hipoxantina (ver Fi- 
gura 8-5b). 0 inosinato pode formar ligagoes de hidrogenio 
com tres nucleotideos diferentes (U, C e A; Figura 27-8b), 
embora esses pareamentos sejam muito mais fracos do que 
as ligagoes de hidrogenio do pareamento de bases G=C e 
A=U de Watson-Crick. Em leveduras, um tRNA^^ tern o an¬ 
ticodon (5')ICG, o qual reconhece tres codons de arginina: 
(5')CGA, (5')CGU e (5')CGC. As duas primeiras bases sao 
identicas (CG) e formam pares de bases de Watson-Crick 
fortes com as bases correspondentes do anticodon, mas a 
terceira base (A, U ou C) forma ligagoes de hidrogenio mais 
fracas com o residuo I na primeira posigao do anticodon. 

A analise desse e de outros pareamentos codon-antico¬ 
don levou Crick a concluir que a terceira base da maioria 
dos codons pareia de maneira mais frouxa com a base cor¬ 
respondente do anticodon; a terceira base desses codons (e 
a primeira base dos sens anticodons correspondentes) “os- 
cila”. Crick propos uma serie de quatro relagoes, chamada 
de a hipotese da oscilagao: 


0 codigo genetico e resistente a mutates 

0 codigo genetico exerce um papel interessante de pro- 
teger a integridade genomica de todo o organismo vivo. A 


TABELA 27-4 


Como a base oscilante do anticodon determina o numero de 
codons que um tRNA pode reconhecer 


1. Um codon reconhecido: 


Anticodon 

(3') X-Y- C (5') 

(3') X-Y- A (S') 

Codon 

(S') X'-Y'-G (3') 

(S') X'-Y'-U (3') 

Dois codons reconhecidos: 


Anticodon 

(3') X-Y- U (5') 

(3') X-Y- G (S') 

Codon 

(5')X'-Y'-^ (3') 

(S') X'-Y'-g (3') 


3. Tres codons reconhecidos: 
Anticodon (3') X-Y-I (5') 


1. As duas primeiras bases de um codon no mRNA 
sempre estabelecem pareamentos fortes de bases 
do tipo Watson-Crick com as bases corresponden¬ 
tes no anticodon do tRNA e conferem a maior parte 
da especificidade do codigo. 


Codon (5')X'-Y'-u (3') 


Nota: X e Y sao bases complementares capazes de parear fortemente segundo o 
pareamento de Watson-Crick com X' e Y', respectivamente. As bases oscilantes 
- na posigao 3' dos codons e 5' dos anticodons - estao sombreadas em branco. 
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evolugao nao produziu um codigo no qual a especificidade 
de cada codon tivesse surgido ao acaso. Em vez disso, o 
codigo e extremamente resistente aos efeitos deleterios dos 
tipos mais comuns de mutagoes - as mutagoes sem senti- 
do on missense, nas quais um novo par de bases substitui 
outro. Na terceira posigao do codon, que e a base oscilante, 
substituigoes de uma unica base causam uma mudanga no 
aminoacido codificado apenas em 25% dos casos. Portanto, 
a maioria dessas alteragoes consiste em mutagdes silen- 
ciosas, nas quais o nucleotideo e diferente, mas o aminoa¬ 
cido codificado permanece o mesmo. 

Devido aos tipos de danos espontaneos no DNA que afe- 
tam os genomas (ver Capitulo 8), a mutagao sem sentido 
mais frequente e a mutagao de transigao, em que uma 
purina e substitnida por uma purina, on uma pirimidina por 
uma pirimidina (p. ex., G=C substitnido por A=T). Todas 
as tres posigoes de um codon evolniram de forma que exis- 
te certa resistencia a mutagoes de transigao. Uma mutagao 
na primeira posigao do codon normalmente resultara em 
uma mudanga na codificagao do aminoacido, mas tal mu¬ 
danga geralmente envolve um aminoacido com proprieda- 
des quimicas semelhantes. Isso e fato, especialmente para 
aminoacidos hidrofobicos que predominam na primeira co- 
luna do codigo mostrado na Figura 27-7. Considere o codon 
GUU para Val. Uma alteragao para AUU substituiria Val por 
He. Uma alteragao para GUU substituiria Val com Leu. As 
mudangas resultantes na estrutura e/ou fungao da proteina 
codificada por aquele gene seriam geralmente (mas nem 
sempre) pequenas. 

Estudos computacionais mostraram que codigos gene- 
ticos delineados ao acaso sao quase sempre menos resis- 
tentes a mutagoes do que o codigo genetico existente. Os 
resultados indicam que o codigo passou por uma simplifi- 
cagao consideravel antes do surgimento de LUCA, a celula 
ancestral. 

0 codigo genetico nos mostra como a informagao para a 
sintese proteica e armazenada nos acidos nucleicos e forne- 
ce algumas pistas de como essa informagao e traduzida em 
uma proteina. 

Mudanga na fase da tradu^o e edi^o do RNA afetam a 
maneira como o codigo e lido 

Uma vez estabelecido o quadro de leitura durante a sintese 
proteica, os codons sao traduzidos sem haver sobreposigao 
on parada ate que o complexo ribossomal encontre um co¬ 
don de terminagao. Os outros dois quadros de leitura possi- 
veis geralmente nao contem informagao genetica util, mas 
uns poucos genes sao estruturados de forma que os ribosso- 
mos “solugam” em um determinado ponto durante a tradu- 


Fase de leitura para a proteina gag 
- Leu — Gly — Leu — Arg — Leu — Thr 

5'—|c u aIIg g gIIc u cIIc g cIIu u gIIa c a 


gao dos respectivos mRNAs, mudando o quadro de leitura 
daquele ponto em diante. Esse parece ser um mecanismo 
para permitir que duas on mais proteinas relacionadas, po- 
rem diferentes, possam ser produzidas a partir de um unico 
transcrito, on para regular a sintese de uma proteina. 

Um dos exemplos mais bem documentados de mudanga 
de fase de tradugao ocorre durante a tradugao do mRNA 
dos genes sobrepostos gag e pol do virus do sarcoma de 
Rous (ver Figura 26-34). A fase de leitura para e deslo- 
cado para a esquerda em um par de bases (fase de leitura 
-1) em relagao a fase de leitura para gag (Figura 27-9). 

0 produto do gene pol (a transcritase reversa) e tra- 
duzido como uma poliproteina grande, a partir do mesmo 
mRNA que e usado para a proteina gag sozinha (ver Figura 
26-33). A poliproteina, ou proteina gag-pol, e entao clivada 
por digestao proteolitica para originar a transcriptase re¬ 
versa madura. A produgao da poliproteina requer uma mu¬ 
danga de quadro de leitura durante a tradugao na regiao 
de sobreposigao para permitir que o ribossomo contorne o 
codon de parada UAG no final do gene gag (sombreado em 
vermelho-claro na Figura 27-9). 

Mudangas de fase de leitura ocorrem em cerca de 5% 
das tradugoes desse mRNA, de modo que a poliproteina 
gag-pol (e, depois, a transcriptase reversa) e sintetizada 
com uma frequencia que corresponde a cerca de um vige- 
simo daquela da proteina gag, um nivel suficiente para a 
reprodugao eficiente do virus. Em alguns retrovirus, outra 
mudanga de fase de leitura permite a tradugao de uma poli¬ 
proteina ainda maior, que inclui o produto do gene env fun- 
dido aos produtos dos genes gag e pol (ver Figura 26-33). 
Um mecanismo semelhante produz ambas as subunidades 
T e 7 da DNA-polimerase 111 de E. coli a partir de um unico 
transcrito do gene dnaX (ver a Tabela 25-2). 

Alguns mRNAs sao editados antes da tradugao. A edi- 
gao do RNA pode envolver a adigao, delegao ou alteragao 
de nucleotideos no RNA de maneira a afetar o significado 
do transcrito quando esse e traduzido. Adigao ou delegao 
de nucleotideos tern sido mais comumente observada em 
RNAs provenientes dos genomas de mitocondrias e cloro- 
plastos de eucariotos. A reagao requer uma classe especial 
de moleculas de RNA codificadas por essas mesmas organe- 
las, com sequencias complementares aos mRNAs a serem 
editados. Esses RNA-guias (RNAg; Figura 27-10) agem 
como moldes para o processo de edigao. 

Os transcritos iniciais dos genes que codificam a subuni- 
dade 11 da citocromo-oxidase nas mitocondrias de alguns 
protistas fornecem um exemplo de edigao por insergao. Es¬ 
ses transcritos nao correspondem precisamente as sequen¬ 
cias necessarias na extremidade carboxil do produto protei- 
co. Um processo de edigao pos-transcricional insere quatro 


— Asn — Leu Parada 

1|A A U IIU U A IIU A G I G GAGGGCCA-3' 


-C UAGGGCUCCGCUUGACAAAUUU | A U A || G G G || A G G || G C C | A- 

Fase de leitura para a po/ lie — Gly — Arg — Ala - 

FIGURA 27-9 Mudanga de fase de leitura para a tradugao em um transcrito de retrovirus. Na figura, e mostrada a regiao de sobreposigao gag-pol 
no RNA do virus do sarcoma de Rous. 
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Fita 

cod ifi cad ora 
doDNA 

mRNA 

editado 


5'- |a a a||g t a||g a g||a a c||c t g||g t a| -3' 

- Lys — Val Glu Asn Leu Val - 

— |a A aI^g u Air^A u||u G THIa u a]|c c uITg G u| — 

- Lys — Val — Asp — Cys — lie — Pro — Gly - 

' - > 


(a) 


mRNA 

RNA-guia 



A A G U 
U A U A 


AGA UUGUAUAC 

I • I 

UCUAAUAUAUG 


C 

G 


U 

A 


G G U -- 



- 3' 


(b) 


FIGURA 27-10 Edi^ao do RNA do 
transcrito do gene da subunidade II 
da citocromo-oxidase das mitocdn- 
drias de Trypanosoma bruceL (a) In- 

sergao de quatro residues U (cor-de-rosa) 
produz urn quadro de leitura revisada. (b) 
Uma classe especial de RNA-guias, com- 
plementares ao produto editado, agem 
como molde para o processo de ediqao. 
Observe a presenqa de dois pares de ba¬ 
ses G=U, indicados por urn ponto azul 
para representar que o pareamento nao 
e do tipo Watson-Crick. 


residuos U que alteram a fase de leitura do transcrito. A 
Figura 27-10 mostra os residuos U adicionados na pequena 
porgao do transcrito que e afetada pela edigao. Observe que 
o pareamento de bases entre o transcrito inicial e o RNA- 
-guia envolve alguns pares de base G=U (pontos azuis), os 
quais sao comuns em moleculas de RNA. 

A edigao de RNA por alteragao de nucleotideos envolve, 
na maioria das vezes, a desaminagao enzimatica de residuos 
de adenosina on de citidina, formando inosina on uridina, 
respectivamente (Figura 27-11), mas outras alteragoes 
de base ja foram tambem descritas. A inosina e interpre- 
tada como um residuo G durante a tradugao. As reagoes 
de desaminagao da adenosina sao realizadas por adenosina- 
-desaminases que agem sobre o i^NA (ADAR) . As desami- 


nagoes da citidina sao realizadas por uma familia de enzi- 
mas formada pelos peptideos apoB cataliticos de edigao de 
mRNA (APOBEC, de apoB peptideos ^ditores cataliticos 
do mRNA), a qual inclui enzimas relacionadas, as desami- 
nases induzidas por ativagao (AID, de diCtivation-mduced 
deaminase'). Ambos os grupos de enzimas desaminases 
tern um dominio catalitico homologo, o qual contem zinco. 

Um exemplo bem estudado de edigao do RNA por de¬ 
saminagao ocorre no gene da apolipoproteina B, compo- 
nente da lipoproteina de baixa densidade de vertebrados. 
Uma forma de apolipoproteina B, a apoB-100 (M^ 513.000), 
e sintetizada no figado; uma outra forma, a apoB-48 (M^ 
250.000), e sintetizada no intestino. Ambas sao codifica- 
das por um mRNA produzido a partir do gene da apoB-100. 



FIGURA 27-11 Reagoes de desaminagao que resultam em edigao do inosina e catalisada por enzimas ADAR. (b) Conversoes de citidina em uridina 

RNA. (a) A conversao de nucleotideos de adenosina em nucleotideos de sao catalisadas pelas enzimas da familia APOBEC. 
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Numero do residue 2.146 2.148 2.150 2.152 2.154 2.156 
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FIGURA 27-12 Edi^ao do RNA do transcrito do gene do componente verte uma citidina especifica em uridina, trocando urn codon para a Gin em 

apoB-100 da LDL A desaminapao, que ocorre apenas no intestino, con- urn codon de parada, produzindo uma proteina truncada. 


Uma citidina-desaminase APOBEC, encontrada apenas no 
intestino, liga-se ao mRNA no codon 2.153 (CAA, corres- 
pondente ao residuo de aminoacido Gin) e converte o C 
para um U, originando o codon de parada UAA. A apoB-48 
produzida no intestino a partir desse mRNA modificado e 
simplesmente uma forma abreviada (correspondente a me- 
tade aminoterminal) da apoB-100 (Figura 27-12). Essa 
reagao permite a sintese tecido-especifica de duas protei- 
nas diferentes a partir de um gene. 

A edigao de A para I realizada pela ADAR e particular- 
mente comum em transcritos derivados de genes de pri- 
matas. E possivel que 90% on mais dessa edigao ocorra em 
elementos Alu, um subgrupo de transposons eucarioticos 
denominados elementos curtos dispersos (SINE) que sao 
particularmente comuns em genomas de mamiferos. Exis- 
tem mais de um milhao de elementos Alu de 300 pb no DNA 
humano, constituindo cerca de 10% do genoma. Esses es- 
tao concentrados proximos a genes codificadores de protei- 
nas, geralmente aparecendo em introns e em regioes nao 
traduzidas nas extremidades 3' e 5' dos transcritos. Quan- 
do recem-sintetizado (antes do processamento), o mRNA 
humano inclui, em media, de 10 a 20 elementos Alu. As en- 
zimas ADAR se Ilgam e realizam a edigao de A para I apenas 
em regioes de fita dupla do RNA. A abundancia de elemen¬ 
tos Alu oferece muitas oportunidades para pareamentos de 
bases intramoleculares nos transcritos, fornecendo as fitas 
duplas necessarias para as ADAR. Algumas edigoes afetam 
as sequencias codificadoras dos genes. Defeitos na fungao 
ADAR tern sido associados a varias condigoes neurologicas 
em humanos, incluindo esclerose lateral amiotrofica (ELA), 
epilepsia e depressao maior. 

Os genomas dos vertebrados sao repletos de SINE, mas 
muitos tipos diferentes de SINE estao presentes na maioria 
desses organismos. Os elementos Alu predominam apenas 
nos primatas. Uma analise cuidadosa de genes e de trans¬ 
critos indica que a edigao de A para 1 e de 30 a 40 vezes 
mais prevalente em humanos do que em camundongos, em 
grande parte em virtude da presenga de muitos elemen¬ 
tos Alu. A edigao de A para I em grande escala e um nivel 
aumentado de splicing alternative (ver Figura 26-21) sao 
duas caracteristicas que separam os genomas de primatas 
daqueles de outros mamiferos. Ainda nao esta claro se es- 
sas reagoes sao incidentes on se elas tiveram papeis-chave 
na evolugao dos primatas e, posteriormente, dos humanos. 

RESUMO 27.1 0 codigo genetico 

► A sequencia especifica de aminoacidos de uma proteina 
e construida ao longo da tradugao da informagao contida 
no mRNA. Esse processo e realizado pelos ribossomos. 


► Os aminoacidos sao especificados pelos codons do 
mRNA, os quais consistem em tripletes (trincas) de nu- 
cleotideos. A tradugao requer moleculas adaptadoras, os 
tRNAs, que reconhecem os codons e inserem os aminoa¬ 
cidos de maneira sequencial apropriada no polipeptideo. 

► As sequencias das bases dos codons foram deduzidas a 
partir de experimentos empregando mRNAs sinteticos 
de composigao e sequencia conhecidas. 

► 0 codon AUG sinaliza o inicio da tradugao. Os tripletes 
UAA, UAG e UGA sinalizam a terminagao. 

► 0 codigo genetico e degenerado: ele tern multiplos co¬ 
dons para a maioria dos aminoacidos. 

► 0 codigo genetico padrao e universal em todas as es- 
pecies, apresentando pequenas alteragoes nas mitocon- 
drias e em alguns organismos unicelulares. As variagoes 
ocorrem em padroes que reforgam o conceito de um 
codigo universal. 

► A terceira posigao em cada codon e bem menos especifica 
do que a primeira e a segunda, e e chamada de oscilante. 

► 0 codigo genetico e resistente aos efeitos das mutagoes 
sem sentido. 

► A mudanga de fase de leitura da tradugao e a edigao do 
RNA afetam a maneira como o codigo genetico e lido 
durante a tradugao. 


27.2 Smtese proteica 

Como foi visto para o DNA e o RNA (Capitulos 25 e 26), 
a sintese de biomoleculas polimericas pode ser considera- 
da como consistindo nos estagios de inicio (on iniciagao), 
alongamento e termino (on terminagao). Geralmente, esses 
processes fundamentals sao acompanhados por dels esta¬ 
gios adicionais: a ativagao de precursores, anterior a sinte¬ 
se, e o processamento pos-sintetico do polimero complete. 
A sintese de proteinas segue o mesmo padrao. A ativagao 
dos aminoacidos antes da sua incorporagao nos polipepti- 
deos e o processamento pos-traducional do polipeptideo 
complete desempenham papeis especialmente importantes 
em garantir tanto a fidelidade da sintese quanto a fungao 
adequada do produto proteico. 0 processo esta esquemati- 
zado na Figura 27-13. Os componentes celulares envolvi- 
dos nos cinco estagios da sintese proteica em E. coli e em 
outras bacterias estao listados na Tabela 27-5; os requeri- 
mentos nas celulas eucarioticas sao bastante semelhantes, 
mas em alguns cases o numero de componentes envoMdos 
e maior. Um panorama inicial dos estagios da sintese protei¬ 
ca fornece um esbogo util para a discussao que segue. 
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0 Inicia^ao: o mRNA e o tRNA aminoadlado 
ligam-se a subunidade menor do ribossomo 
Depois, a subunidade maior tambenn se liga. 

Anninoacil-tRNA 


Subunidade maior 


Aiva^ao de 
aminoacidos: 

o tRNA e 
aminoadlado. 





mRNA 

Parada: a 
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Enovelamento 
® da protema 


FIGURA 27-13 Visao geral dos cinco estagios da smtese proteica. O 

Os tRNAs sao aminoacilados. 0 0 inicio da tradugao ocorre quando urn 
mRNA e um tRNA aminoacilado ligam-se ao ribossomo. 0 Durante o alon- 
gamento, o ribossomo se move ao longo do mRNA, combinando os tRNAs 
com cada codon e catalisando a formaqao da ligaqao peptidica. O A tradu- 


Alongamento: cidos sucessivos 
de ligagao de aminoacil-tRNA e 
formagao da ligagao peptidica 
ocorrem ate o ribossomo atingir 
um codon de parada. 


gao termina em um codon de parada, e as subunidades ribossomais sao 
liberadas e recidadas para um novo cicio de sintese proteica. © Apos ser 
sintetizada, a proteina precisa ser dobrada para atingir sua conformagao ativa 
e os componentes ribossomais sao reciclados. 


A biossmtese de proteinas ocorre em cinco estagios 

Estagio 1: Ativa^ao de aminoacidos Para a smtese de um poli- 
peptideo de sequencia definida, dois requerimentos quimi- 
cos fundamentais devem ser alcangados: (1) o grupamento 
carboxil de cada aminoacido deve ser ativado para facilitar 
a formagao da ligagao peptidica, e (2) um elo deve ser es- 
tabelecido entre cada novo aminoacido e a informagao con- 
tida no mRNA que o codifica. Ambos os requerimentos sao 
cumpridos ligando-se o aminoacido a um tRNA no primeiro 
estagio da smtese proteica. A ligagao do aminoacido certo 
ao tRNA certo e fundamental nesse processo. Essa reagao 
ocorre no citosol, e nao no ribossomo. Cada um dos 20 ami¬ 
noacidos e covalentemente ligado a um tRNA especifico, 
as custas da energia do ATP, utilizando enzimas ativadoras 
dependentes de Mg^^, conhecidas como aminoacil-tRNA- 
-sintases. Quando ligados aos sens aminoacidos (aminoaci- 
lados), os tRNAs sao considerados “carregados”. 

Estagio 2: Inicia^ao 0 mRNA contendo o codigo para a 
smtese do polipeptideo se liga a subunidade menor do ri¬ 
bossomo e ao aminoacil-tRNA iniciador. A subunidade ri- 
bossomal maior se liga entao para formar um complexo de 
iniciagao. 0 aminoacil-tRNA iniciador estabelece um pa- 


reamento de bases com o codon AUG do mRNA, que sina- 
liza o comego do polipeptideo. Esse processo, que requer 
GTP, e promovido por proteinas citosolicas denominadas 
fatores de iniciagao. 

Estagio 3: Alongamento 0 polipeptideo nascente e alonga- 
do pela adigao de unidades sucessivas de aminoacidos, as 
quais sao ligadas covalentemente apos serem levadas ate 
o ribossomo e posicionadas corretamente pelo respectivo 
tRNA, o qual, por sua vez, realiza um pareamento de bases 
com o codon correspondente no mRNA. 0 alongamento re¬ 
quer proteinas citosolicas conhecidas como fatores de alon¬ 
gamento. A ligagao de cada aminoacil-tRNA que entra e o 
movimento do ribossomo ao longo do mRNA sao facilitados 
pela hidrolise de GTP a medida que cada residue e adicio- 
nado ao polipeptideo nascente. 

Estagio 4: Termina^ao e reciclagem do ribossomo A conclusao da 
cadeia polipeptidica e sinalizada por um codon de parada 
no mRNA. 0 novo polipeptideo e liberado do ribossomo, au- 
xiliado por proteinas denominadas fatores de liberagao, e o 
ribossomo e reciclado para um novo cicio de sintese. 

Estagio 5: Enovelamento e processamento pos-traducional Para 
que possa atingir sua forma biologicamente ativa, o novo 
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TABELA27-5 


Componentes necessaries para os cinco principals estagios da smtese de protemas em £ coli 


Estagio Componentes essendais 

1. Ativagao de aminoacidos 20 aminoacidos 

20 aminoacil-tRNA-sintases 

32 ou mais tRNAs 

ATP 

2. Iniciagao mRNA 

iV-Formilmetionil-tRNA™'* 

Codon de iniciagao no mRNA (AUG) 

Subunidade ribossomal 308 
Subunidade ribossomal 508 
Fatores de iniciagao (IF-1, IF-2, IF-3) 

GTP 

3. Alongamento Ribossomo 708 funcional (complexo de iniciagao) 

Aminoacil-tRNAs especificados pelos codons 
Fatores de alongamento (EF-Tu, EF-Ts, EF-G) 
GTP 
Mg^" 

4. Terminagao e reciclagem dos ribossomos Codon de parada no mRNA 

Fatores de liberagao (RF-l, RF-2, RF-3, RRF) 

EF-G 

IF-3 


5. Enovelamento e processamento pos-traducional Chaperonas e enzimas envoMdas no enovelamen- 

to de protemas (PPI, PDI); componentes para 
remogao de residues iniciadores e sequencias si- 
nalizadoras, processamento proteolitico adicional, 
modificagao de residues terminals e ligagao de 
grupos acetil, fosforil, metil, carboxil, de carboi- 
dratos e grupos prosteticos 


polipeptideo precisa dobrar-se em sua conformagao tri¬ 
dimensional apropriada. Antes ou depois de dobrar-se, o 
novo polipeptideo pode sofrer processamento enzimatico, 
incluindo remogao de um ou mais aminoacidos (geralmen- 
te da extremidade aminoterminal); adigao de grupamentos 
acetil, fosforil, metil, carboxil, ou outros grupos a certos re- 
siduos de aminoacidos; clivagem proteolitica, e/ou ligagao 
de oligossacarideos ou grupos prosteticos. 

Antes de se considerar detalhadamente esses cinco es¬ 
tagios, e preciso examinar dois componentes-chave na bios- 
sintese de proteinas: os ribossomos e os tRNAs. 

0 ribossomo e uma complexa maquina supramolecular 

Cada celula deE. coli contem 15.000 ribossomos ou mais, 
o que compreende quase um quarto do peso seco da ce¬ 
lula. Os ribossomos bacterianos contem cerca de 65% 
de rRNA e 35% de proteina; eles tern um diametro de 
aproximadamente 18 nm e sao compostos de duas subu- 
nidades diferentes, com coeficientes de sedimentagao de 
308 e 508 e um coeficiente de sedimentagao combinado 
de 708. Ambas as subunidades tern duzias de proteinas 
ribossomais e pelo menos uma molecula grande de rRNA 
(Tabela 27-6). 


Apos a descoberta de Za- 
mecnik de que os ribossomos 
sao os complexos responsa- 
veis pela sintese de proteinas 
e apos a elucidagao do codi- 
go genetico, o estudo dos ri¬ 
bossomos acelerou. No final 
da decada de 1960, Masaya- 
su Nomura e colaboradores 
demonstraram que as duas 
subunidades ribossomais po- 
dem ser separadas em RNA 
e proteinas que as compoem 
e, depois, reconstituidas in 
vitro. 8ob condigoes experi- 
mentais apropriadas, o RNA 
e as proteinas se reorganizam espontaneamente para 
formar as subunidades 308 e 508, quase que de forma 
identica, em estrutura e atividade, as subunidades nati- 
vas. Essa importante descoberta incentivou decadas de 
pesquisa acerca da estrutura e da fungao das proteinas e 
dos RNAs ribossomais. Ao mesmo tempo, metodos estru- 
turais cada vez mais sofisticados revelaram mais e mais 
detalhes da estrutura dos ribossomos. 



Masayasu Nomura, 
1927-2011 
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TABELA27-6 


RNAs e protemas que comp5em os ribossomos de £ coli 


Subunidade 

Numero de protemas diferentes 

Numero total de protemas 

Denomina^ao das protemas 

Numero etiposde rRNA 

308 

21 

21 

81-821 

1 (rRNA 168) 

508 

33 

36 

L1-L36* 

2 (rRNA 58 e 238) 


* As denominagoes LI a L36 nao correspondem a 36 protemas diferentes. A protema originalmente chamada L7 e, na verdade, uma forma modificada da L12, e L8 e urn 
complexo de tres outras protemas. Alem disso, constatou-se que L26 e a mesma protema que S20 (e nao parte da subunidade 50S). Dessa forma, a subunidade maior 
e constitmda por 33 protemas diferentes. Existem quatro copias da protema L7/L12, perfazendo 36 protemas no total. 


Com a chegada do novo milenio, foram elucidadas as 
primeiras estmturas em alta resolugao das subunidades ri- 
bossomais de bacterias, obtidas a partir de estudos de Tho¬ 
mas Steitz, Ada Yonath, Venki Ramakrishnan, Harry Noller 
e outros pesquisadores. Esses trabalhos renderam inume- 
ras surpresas (Figura 27-14a). Em primeiro lugar, mudou 
o foco tradicional, que dava maior importancia as protei- 
nas que compoem os ribossomos. As subunidades ribosso- 
mais sao imensas moleculas de RNA. Na subunidade 50S, 
os rRNA 5S e 23S formam o cerne estrutural. As protemas 


sao elementos secundarios no complexo, decorando a su- 
perficie. Em segundo lugar, e mais importante, nao existe 
protema no espago de 18 A do sitio ativo para a formagao 
da ligagao peptidica. Assim, a estrutura em alta resolugao 
confirma o que Harry Noller havia predito anos antes: o 
ribossomo e uma ribozima. Alem do discernimento que as 
estruturas detalhadas dos ribossomos e suas subunidades 
fornecem sobre o mecanismo de slntese proteica (como 
mais bem descrito a seguir), elas estimularam uma nova vi- 
sao sobre a evolugao da vida (Quadro 27-2). Os ribossomos 
das celulas eucarioticas tambem foram por 
fim submetidos a analise estrutural (Figura 
27-14b). 

0 ribossomo bacteriano e complexo, 
com um peso molecular combinado de 
—2,7 milhoes. As duas subunidades ribos- 
somais, com formatos irregulares, encai- 
xam-se de maneira a formar uma fenda, 
pela qual o mRNA passa a medida que o 
ribossomo se desloca ao longo dele duran¬ 
te a tradugao (Figura 2 7-14a). As 57 pro¬ 
temas nos ribossomos bacterianos variam 
enormemente em tamanho e estrutura. 
Os pesos moleculares variam de cerca de 
6.000 a 75.000. A maioria das protemas 



Venkatraman Ramakrishnan Thomas A. Steitz Ada E. Yonath 




60S 


40S 


Protema 


RNA 


Sulco 


RNA 


FIGURA 27-14 A estrutura dos ribossomos. A nossa compreensaoacer- 
ca da estrutura do ribossomo melhorou muito a partir de multiplas imagens 
em alta resolugao dos ribossomos de bacterias e de leveduras. (a) Ribosso¬ 
mo bacteriano (derivado de PDB ID 20W8 e PDB ID IVSA). As subunidades 


505 e 305, juntas, formam a unidade ribossomal 705.0 sulco que existe entre 
as duas subunidades e o local onde ocorre a sintese proteica. (b) 0 ribosso¬ 
mo de leveduras apresenta estrutura semelhante, mas com complexidade 
um pouco maior (derivado de PDB ID 3058 e PDB ID 302Z). 
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QUADRO 27-2 De urn mundo de RNA para urn mundo de protema 


As ribozimas existentes hoje geralmente realizam um dos 
dois seguintes tipos de reagoes: clivagem hidrolitica de 
ligagoes fosfodiester ou transferencias de gmpos fosfo- 
ril (Capitulo 26). Em ambos os casos, os substratos das 
reagoes tambem sao moleculas de RNA. Os RNAs ribos- 
somais fornecem uma importante expansao da classe de 
ribozimas cataliticas conhecidas. Combinada com a pes- 
quisa laboratorial acerca das potenciais fungoes cataliti¬ 
cas do RNA (ver Quadro 26-3), a ideia de um mundo de 
RNA como precursor das formas de vida atuais se torna 
cada vez mais atraente. 

Um mundo de RNA viavel exigiria um RNA capaz 
de se autorreplicar, um metabolismo primitivo para ge- 
rar os ribonucleotideos precursores necessarios, e um 
limite celular para ajudar a concentrar os precursores 
e sequestra-los do meio externo. As exigencias para a 
catalise de reagoes envolvendo um conjunto crescente 
de metabolitos e macromoleculas poderiam ter levado 
ao surgimento de RNAs cataliticos maiores e mais com¬ 
plexes. Os muitos grupos fosforil negativamente carre- 
gados na molecula de RNA limitam a estabilidade das 
moleculas de RNA muito grandes. Em um mundo de 
RNA, cations divalentes ou outros grupos carregados 
positivamente poderiam ser incorporados nas estrutu- 
ras para aumentar a estabilidade. 

Alguns peptideos poderiam estabilizar moleculas 
grandes de RNA. For exemplo, muitas proteinas ri- 
bossomais em celulas eucarioticas atuais tern longas 
extensoes, desprovidas de estruturas secundarias, que 
serpenteiam para dentro dos rRNAs e ajudam a estabi- 
liza-los (Figura Q-1). A sintese de peptideos catalisada 
por ribozimas poderia, assim, ter evoluido inicialmente 
como parte de uma solugao para manter a estrutura de 
moleculas grandes de RNA. A sintese de peptideos pode 
ter ajudado a estabilizar ribozimas grandes, mas esse 
avango tambem marcou o inicio do final do mundo de 
RNA. Uma vez tornada possivel a sintese de peptideos, o 
potencial catalitico maior das proteinas teria dado inicio 
a uma transigao irreversivel para um sistema metabolico 
dominado por proteinas. 

A maioria dos processos enzimaticos foi, entao, en- 
tregue por fim as proteinas - mas nao todos. Em todos os 
organismos, a tarefa crucial de sintetizar proteinas con- 


tinua, ainda hoje, um processo catalisado por ribozimas. 
Parece haver apenas um bom arranjo (ou alguns poucos) 
de residues nucleotidicos no sitio ativo de uma ribozima 
capaz de catalisar a sintese de peptideos. Os residues de 
rRNA que parecem estar envolvidos na atividade pepti- 
dil-transferase dos ribossomos sao altamente conserva- 
dos nos rRNAs da subunidade ribossomal maior de todas 
as especies. Utilizando evolugao in vitro (SELEX; ver 
Quadro 26-3), pesquisadores isolaram ribozimas artifi¬ 
cials que realizam a sintese de peptideos. Curiosamente, 
a maioria delas inclui o octeto de ribonucleotideos (5') 
AUAACAGG(3'), uma sequencia altamente conservada, 
encontrada no sitio ativo da peptidil-transferase nos ri¬ 
bossomos de todas as celulas. Pode ser que haja apenas 
uma solugao otima para o problema quimico global da 
sintese de proteinas de sequencia definida catalisada por 
ribozimas. A evolugao encontrou essa solugao uma vez, e 
ate agora nenhuma forma de vida parece ter conseguido 
alt era-la. 



FIGURA Q-1 A subunidade SOS de um ribossomo bacteriano (PDB ID 
1Q7Y). Os esqueletos proteicos sao mostrados como estruturas em azul 
que serpenteiam; os componentes rRNA sao transparentes. Extensoes 
nao estruturadas de muitas proteinas ribossomais serpenteiam para 
dentro das estruturas de rRNA, ajudando a estabiliza-las. A puromicina 
ligada, mostrada em vermelho, indica o sitio ativo para atividade peptidil- 
-transferase do rRNA. 


tern dominios globulares organizados na superficie do ri¬ 
bossomo. Algumas tambem tern extensoes alongadas que 
se projetam para dentro do cerne de rRNA do ribossomo, 
estabilizando sua estrutura. As fungoes de algumas dessas 
proteinas ainda nao foram elucidadas em detalhe, mas pa¬ 
rece evidente que muitas delas tern papel estrutural. 

As sequencias dos rRNAs de muitos organismos sao 
hoje conhecidas. Cada um dos tres rRNAs fita simples de 
E. coli tern uma conformagao tridimensional especifica, 
que apresenta longos pareamentos de bases intramolecula- 
res. Os padroes de enovelamento dos rRNAs sao altamente 
conservados em todos os organismos, particularmente as 


regioes envoMdas em fungoes-chaves (Figura 27-15). As 
estruturas secundarias propostas para os rRNAs foram con- 
firmadas em grande parte, com base em metodos de analise 
estrutural, mas falham em transmitir as extensas redes de 
interagoes terciarias aparentes na estrutura completa. 

Os ribossomos das celulas eucarioticas (exceto os ribos¬ 
somos das mitocondrias e dos cloroplastos) sao maiores e 
mais complexes do que os ribossomos bacterianos (Figura 
27-16, compare com a Figura 27-14b), com um diametro de 
cerca de 23 nm e um coeficiente de sedimentagao de cer- 
ca de 80S. Eles tambem tern duas subunidades, que variam 
em tamanho entre as especies, mas tern, em media, 60S e 
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Bacterias 



FIGURA 27-15 Conserva^ao da estrutura secundaria no rRNA da 
subunidade menor nos tres dommios da vida. Vermelho, amarelo e li- 
las indicam as regioes em que as estruturas dos rRNAs de bacterias, arqueias 
e eucariotos divergiram. As regioes conservadas sao mostradas em verde. 


Ribossomo bacteriano 
70S 



M,0,9 X 10® 

rRNA 16S 

(1.540 nucleotideos) 
21 protemas 


Ribossomo eucariotico 
SOS 

/Wr4,2 X 10® 



M,1AX 10 ® 

rRNA IBS 

(1.900 nucleotideos) 
33 protemas 


FIGURA 27-16 Resumo da composi^ao e da massa dos ribossomos de 
bacterias e de eucariotos. As subunidades ribossomais estao identifica- 
das pelos seus valores S (unidade Svedberg), coeficientes de sedimentaqao 
que se referem as suas velocidades de sedimentaqao em uma centrifuga. Os 
valores S nao sao aditivos quando as subunidades sao combinadas, pois os 
valores S sao proporcionais a aproximadamente 2/3 da forqa do peso mole¬ 
cular e tambem sao afetados pela forma da particula. 


40S. Os ribossomos eucarioticos contem, ao todo, mais de 
80 protemas diferentes. Os ribossomos de mitocondrias e 
cloroplastos sao um pouco menores e mais simples do que 
os ribossomos das bacterias. Ainda assim, a estrutura e a 
fungao dos ribossomos sao surpreendentemente semelhan- 
tes em todos os organismos e organelas. 

RNA transportadores tern caracten'sticas estruturais 
proprias 

Para entender como os tRNAs podem servir como adapta- 
dores na tradugao da linguagem dos acidos nucleicos para a 
linguagem das protemas, e precise, antes, examinar suas 
estruturas com mais detalhe. Os RNAs transportadores sao 
relativamente pequenos e consistem em uma unica fita de 
RNA dobrada em uma estrutura tridimensional precisa (ver 
Figura 8-25a). Os tRNAs presentes nas bacterias e no cito- 
sol de eucariotos contem entre 73 e 93 residues nucleotidi- 
cos, correspondendo a pesos moleculares de 24.000 a 
31.000. As mitocondrias e os cloroplastos tern tRNAs dife¬ 
rentes e um pouco menores. As celulas tern pelo menos um 
tipo de tRNA para cada aminoacido; pelo menos 32 tRNAs 
sao necessaries para reconhecer todos os codons de ami- 
noacidos (alguns reconhecem mais de um codon), mas al- 
gumas celulas utilizam mais de 32. 

0 tRNA de alanina (tRNA^^) de leveduras foi o primei- 
ro acido nucleico a ser totalmente sequenciado, por Robert 
Holley em 1965. Ele contem 76 re¬ 
sidues nucleotidicos, 10 dos quais 
tern bases modificadas. Compara- 
goes de tRNAs de varias especies 
revelaram muitas caracteristicas 
estruturais comuns a todos eles 
(Figura 27-17). Oito on mais re¬ 
sidues nucleotidicos tern aguca- 
res e bases modificadas, muitos 
dos quais sao formas metiladas 
derivadas das principals bases. A 
maioria dos tRNAs tern um residue 
guanilato (pG) na extremidade 5', 
e todos tern a sequencia trinucleo- 
tidica CCA(3') na extremidade 3'. Quando desenhados em 
duas dimensoes, o padrao de ligagoes de hidrogenio de to¬ 
dos os tRNAs forma uma estrutura de folha-de-trevo com 
quatro bragos; o tRNA mais longo tern um quinto brago cur- 
to, on brago extra. Em tres dimensoes, o tRNA tern a forma 
de um L torcido (Figura 27-18). 

Dois dos bragos do tRNA sao cruciais para sua fungao 
adaptadora. 0 brago do aminoacido pode carregar um 
aminoacido especifico, esterificado pelo sen grupo carbo- 
xil, ao grupo 2' on 3'-hidroxila do residue A presente na 
extremidade 3' do tRNA. 0 brago do anticodon contem 
o anticodon. Os outros bragos importantes sao o brago D, 
que contem o nucleotideo incomum di-hidrouridina (D), e 
o brago Tij/C, o qual contem ribotimidina (T), que nao e 
comum nos RNAs, e pseudouridina (i//), que contem uma 
ligagao incomum carbono-carbono entre a base e a ribose 
(ver Figura 26-22). Os bragos D e TijjC contribuem com im¬ 
portantes interagoes para o enovelamento das moleculas de 
tRNAs, e o brago Ti//C interage com o rRNA da subunidade 
maior do ribossomo. 



Robert W. Holley, 
1922-1993 
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FIGURA 27-17 Estrutura secundaria geraf, em forma de folha-de-tre- 
vo, dos tRNAs. Os pontos grandes ao longo da estrutura representam resi¬ 
dues nucleotidicos; as linhas azuis representam pares de bases. Os residues 
caracteristices e/eu nae variaveis cemuns a tedes es tRNAs estae mestrades 
em cer salmae. Os RNAs transpertaderes variam em cemprimente, de 73 a 
93 nucleetidees. Nucleetidees extras ecerrem ne brage extra eu ne brage 
D. Na extremidade de brage de anticoden esta a alga de anticoden, a qual 
sempre centem sete nucleetidees nae pareades. 0 brage D centem dels eu 
tres residues D (5,6-di-hidreuridina), dependende de tRNA. Em alguns tRNA, 
e brage D tern apenas tres pares de bases ligades per ligagoes de hidrege- 
nie. Os simbeles apresentades sae: Pu, nucleetidee purice; Py, nucleetidee 
pirimidice; G*, guanilate eu 2'-0-metilguanilate. 


Apos a analise das estmturas dos ribossomos e dos tR¬ 
NAs, agora serao estudados em detalhe os cinco estagios da 
smtese proteica. 

Estagio 1: As aminoacil-tRNA-sintases ligam os 
aminoacidos corretos aos seus respectivos tRNA 

Durante a primeira etapa da smtese de protemas, que ocor- 
re no citosol, as aminoacil-tRNA-sintases esterificam os 20 
aminoacidos aos seus respectivos tRNAs. Cada enzima e 
especifica para um aminoacido e um on mais tRNAs cor- 
respondentes. A maioria dos organismos tern uma amino- 
acil-tRNA-sintase para cada aminoacido. Para aminoacidos 
com dois on mais tRNAs correspondentes, a mesma enzima 
pode, geralmente, aminoacilar todos eles. 

As estmturas de todas as aminoacil-tRNA-sintases 
de E. coli ja foram determinadas. Os pesquisadores divi- 
diram-nas em duas classes (Tabela 27-7), com base em 
diferengas consideraveis nas suas estmturas primaria e 
terciaria e no mecanismo de reagao (Figura 27-19); essas 


TABELA 27-7 


As duas classes de aminoacil-tRNA-sintases 


Classe 1 

Classe II 

Arg 

Leu 

Ala 

Lys 

Cys 

Met 

Asn 

Phe 

Gin 

Trp 

Asp 

Pro 

Glu 

Tyr 

Gly 

Ser 

He 

Val 

His 

Thr 


Nota: Aqui, Arg representa arginil-tRNA-sintase, e assim por diante. A classifica- 
gao se aplica a todos os organismos para os quais as aminoacil-tRNA-sintases ja 
foram analisadas e se baseia nas diferengas estruturais da proteina e nas diferen- 
gas dos mecanismos de agao esquematizados na Figura 27-19. 


Brago do 

BragoTi//C aminoacido 



FIGURA 27-18 Estrutura tridimensional do tRNA'"''^ de levedura, re- 
solvida a partir de analises de difragao por raios X. A forma lembra um 
L torcido. (a) Diagrama esquematico com os varios bragos identificados na 



(b) 


Figura 27-17, apresentados em diferentes cores, (b) Um modelo de volume 
atomico, com o mesmo codigo de cores (PDB ID 4TRA). A sequencia CCA na 
extremidade 3' (em lilas) e o ponto para a ligagao do aminoacido. 

































1120 DAVID L. NELSON & MICHAEL M. COX 



MECANISMO- FIGURA27-19 Aminoacila^ao 
do tRNA pelas aminoacil-tRNA-sintases. A 

etapa O e a formapao de urn aminoacil-adeni- 
lato, o qual permanece ligado ao sitio ativo. Na 
segunda etapa, o grupo aminoacil e transferido 
ao tRNA. 0 mecanismo dessa etapa e urn pou- 
co diferente para as duas classes de aminoacil- 
-tRNA-sintases (verTabela 27-7). Para as enzimas 
da classe I, o grupo aminoacila e inicialmente 
transferido para o grupo 2' hidroxila do residuo 
A presente na extremidade 3', depois @ para 
o grupo 3'-hidroxila, por meio de uma reapao 
de transesterificapao. Para as enzimas da classe 
110 o grupo aminoacila e transferido direta- 
mente para o grupo 3'-hidroxila do adenilato 
terminal. 



Extremidade 3 ' do tRNA 



AMP* 




0 grupo aminoacil e transferido para 
a 2'-OH do residuo A do terminal 3' 
do transportador, liberando AMP. 


AMF< 


0 


0 grupo aminoacil e transferido diretamente 
para a 3'-OH do residuo A na extremidade 3' 
do tRNA, gerando o produto aminoacil-tRNA. 
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duas classes sao as mesmas em todos os organismos. Nao 
existem evidencias de que as duas classes compartilham 
um ancestral comum, e as razoes biologicas, qmmicas ou 
evolutivas para a existencia de duas classes de enzimas 
participando de processes praticamente identicos perma- 
necem obscuras. 

A reagao catalisada por uma aminoacil-tRNA-sintase e 

Aminoacido + tRNA + ATP > 

aminoacil-tRNA + AMP + PP. 

Essa reagao ocorre em duas etapas no sitio ativo da enzima. 
Na etapa O (Figura 27-19), e formado um intermediario 
ligado a enzima, o aminoacil-adenilato (aminoacil-AMP). 
Na segunda etapa, o grupo aminoacila e transferido do 
aminoacil-AMP ligado a enzima para o seu tRNA especifico 
correspondente. 0 caminho pelo qual ocorre essa segunda 
etapa depende da classe a qual pertence a enzima, como 
mostrado nas etapas © e ® da Figura 27-19. A ligagao ester 
resultante entre o aminoacido e o tRNA (Figura 27-20) 
tern uma energia livre de hidrolise altamente negativa (AG'° 
= -29 kJ/mol). 0 pirofosfato formado na reagao de ativagao 
sofre hidrolise, formando fosfato, pela agao da pirofosfatase 
inorganica. Assim, para cada molecula de aminoacido ativa- 
da, duas ligagoes fosfato de alta energia sao gastas no final, 
tornando a reagao global de ativagao de um aminoacido es- 
sencialmente irreversivel: 

Aminoacido + tRNA + ATP > 

aminoacil-tRNA + AMP + 2F^ 
(AG'° - -29 kJ/mol) 

Edi^ao pelas aminoacil-tRNA-sintases A aminoacilagao do tRNA 
cumpre duas finalidades: (1) ativa um aminoacido para a 
formagao de uma ligagao peptidica e (2) garante o posicio- 


Extremidade 3 ' do tRNA 



FIGURA 27-20 Estrutura geral de um aminoacil-tRNA. 0 grupo ami- 
noacila e esterificado a posipao 3' do residuo A terminal. A ligagao ester que 
ativa o aminoacido e o une ao tRNA aparece sombreada em cor salmao na 
figura. 


namento apropriado do aminoacido no polipeptideo nas- 
cente. A identidade do aminoacido ligado a um tRNA nao e 
conferida no ribossomo; portanto, a ligagao do aminoacido 
correto ao seu tRNA e essencial para a fidelidade da sintese 
proteica. 

Como visto no Capitulo 6, a especificidade de uma en¬ 
zima e limitada pela energia de ligagao disponivel das inte- 
ragoes enzima-substrato. A discriminagao entre dois subs¬ 
trates (aminoacidos) semelhantes foi estudada em detalhe 


no caso da Ile-tRNA-sintase, 

que distingue entre valina e 

isoleucina, aminoacidos que diferem em apenas um grupo 

metileno (—CHg—): 


COO- 

COO- 

+ 1 

+ 

H3N—c—H 

HgN—C—H 

CO 

0 

1 

-0- 

1 

H—C—CHg 

CH3 

CH2 


CHg 

Valina 

Isoleucina 


A Ile-tRNA-sintetase favorece a ativagao da isoleucina 
(para formar Ile-AMP) em relagao a valina por um fator de 
200 - como seria de se esperar, considerando o quanto um 
grupo metileno (na lie) pode intensificar a ligagao de um 
substrate. Ainda assim, a valina e erroneamente incorpo- 
rada em proteinas em posigoes normalmente ocupadas por 
um residuo de He, com uma frequencia de apenas cerca de 
1 em 3.000. Como ocorre esse aumento de mais de 10 vezes 
na precisao? A Ile-tRNA-sintase, como outras aminoacil- 
-tRNA-sintases, tern uma fungao de edigao. 

Lembre-se de um principio geral da discussao acerca 
da edigao realizada pelas DNA-polimerases (ver Figura 
25-7): se as interagoes de ligagao dispomveis nao forne- 
cerem discriminagao suficiente entre dois substrates, a 
especificidade necessaria podera ser obtida pela ligagao 
especifica do substrate em duas etapas sucessivas. For- 
gar o sistema por meio de dois filtros sucessivos tern um 
efeito multiplicative. No case da Ile-tRNA-sintase, o pri- 
meiro filtro e a ligagao inicial do aminoacido a enzima e 
a sua ativagao a aminoacil-AMR 0 segundo e a ligagao de 
qualquer produto aminoacil-AMP incorreto em um sitio 
ativo separado na enzima; um substrate que se ligar nesse 
segundo sitio ativo e hidrolisado. 0 grupo R da valina e 
um pouco menor do que o da isoleucina, de modo que 
Val-AMP cabe no sitio hidrolitico (de edigao) da Ile-tRNA- 
-sintase, enquanto o Ile-AMP nao cabe. Assim, Val-AMP 
e hidrolisado a valina e AMP no sitio ativo de edigao, e o 
tRNA ligado a sintase nao se torna aminoacilado ao ami¬ 
noacido errado. 

Alem da edigao apos a formagao do aminoacil-AMP in¬ 
termediario, a maioria das aminoacil-tRNA-sintases sao 
capazes de hidrolisar a ligagao ester entre aminoacidos e 
tRNA nos aminoacil-tRNA. Essa hidrolise e bastante acele- 
rada em tRNA carregados incorretamente, fornecendo um 
terceiro filtro para melhorar a fidelidade do processo. As 
poucas aminoacil-tRNA-sintases que ativam aminoacidos 
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sem parentesco estmtural proximo (p. ex., Cys-tRNA-sin- 
tase) demonstram pouca ou nenhuma atividade de edigao; 
nesses cases, o sitio ativo para aminoacilagao e capaz de 
discriminar entre o substrate adequado e qualquer outro 
aminoacido incorreto. 

A taxa de erro da sintese de protemas (~1 erro para 
cada 10^ aminoacidos incorporados) nao chega perto da- 
quela da replicagao do DNA, que e bem mais baixa. Como 
os defeitos nas protemas sao eliminados quando as protei- 
nas sao degradadas e nao sao passados adiante para as ge- 
ragoes seguintes, eles tern um menor significado biologico. 
0 gran de fidelidade da sintese proteica e suficiente para 
garantir que a maioria das protemas nao contenha erros e 
que a grande quantidade de energia necessaria para sinteti- 
zar uma proteina nao seja desperdigada. A presenga de uma 
molecula de proteina com defeito geralmente nao e impor- 
tante quando muitas copias corretas dessa mesma proteina 
estao presentes. 

Intera^ao entre uma aminoacil-tRNA-sintase e um tRNA: um "segun- 
do codigo genetico" Uma dada aminoacil-tRNA-sintetase 
deve ser especifica nao apenas para um unico aminoacido, 
mas tambem para um determinado tRNA. Para a fidelidade 
da biossintese de proteinas, discriminar entre dezenas de 
tRNA e uma tarefa tao importante quanto distinguir entre 
os diferentes aminoacidos. A interagao entre as aminoacil- 
-tRNA-sintases e os tRNA tern sido considerada um “se- 
gundo codigo genetico”, refletindo o papel crucial que isso 
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FIGURA 27-21 Posi^des nos tRNAs dos nucleotideos reconhecidos 
pelas aminoacil-tRNA-sintases. (a) Algumas posigoes (pontos em lilas) 
sao as mesmas em todos os tRNAs e, portanto, nao podem ser utilizadas 
para discriminar um tRNA de outro. Outras posipdes sao conhecidas por 
servirem de pontos de reconhecimento por uma (cor de laranja) ou mais 
(azul) aminoacil-tRNA-sintases. Outras caracteristicas estruturais, alem da se- 


apresenta para manter a precisao da sintese proteica. As 
regras “de codificagao” parecem ser ainda mais complexas 
do que aquelas do “primeiro” codigo. 

A Figura 27-21 resume o atual conhecimento sobre os 
nucleotideos envolvidos no reconhecimento dos tRNA por 
algumas aminoacil-tRNA-sintases. Alguns nucleotideos sao 
conservados em todos os tRNA e, portanto, nao podem ser 
utilizados para discriminagao. Observando mudangas nos 
nucleotideos que causam alteragao na especificidade pelo 
substrate, os pesquisadores identificaram as posigoes dos 
nucleotideos que estao envolvidos na discriminagao pelas 
aminoacil-tRNA-sintases. Essas posigoes parecem estar 
concentradas no brago do aminoacido e no brago do anti¬ 
codon, incluindo os nucleotideos do proprio anticodon, mas 
tambem estao localizadas em outras partes das moleculas 
de tRNA. A determinagao das estruturas cristalograficas 
das aminoacil-tRNA-sintases formando um complexo com 
sens respectivos tRNA e ATP colaborou muito para o co¬ 
nhecimento acerca dessas interagoes (Figura 27-22). 

Dez ou mais nucleotideos especificos podem estar en¬ 
volvidos no reconhecimento de um tRNA pela sua respec- 
tiva aminoacil-tRNA-sintase. Em alguns casos, contudo, o 
mecanismo de reconhecimento e bastante simples. Em di- 
versas classes de organismos - de bacterias a humanos -, 
o principal determinante para o reconhecimento do tRNA 
pela Ala-tRNA-sintase e um unico par de bases G=U no 
brago do aminoacido do tRNA^^ (Figura 27-23a). Um 
RNA sintetico curto, com apenas 7 pb organizados em uma 


Brago Jif/C 



(b) 

quencia, sao importantes para o reconhecimento por algumas sintases. (b) 
(PDB ID 1EHZ) As mesmas caracteristicas estruturais sao mostradas em tres 
dimensoes, com os residuos em cor de laranja e azul representando, nova- 
mente, as posigoes reconhecidas por uma ou por mais de uma aminoacil- 
-tRNA-sintase, respectivamente. 
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(a) 

FIGURA27-22 Aminoacil-tRNA-sintases. Ambasassintasessao mostra- 
das formando urn complexo com seus respectivos tRNAs (verde). 0 ATP liga- 
do (vermelho) indica o sitio ativo proximo a extremidade do brapo aminoacil. 


(b) 

(a) Gin -tRNA-sintase de E. coli, uma sintase monomerica tipica da classe I 
(PDB ID 1QRT). (b) Asp-tRNA-sintase de levedura, uma sintase dimerica tipica 
da classe II (PDB ID 1ASZ). 


mini-helice formando um grampo, e de maneira eficiente 
aminoacilado pela Ala-tRNA-sintetase, desde que o RNA 
contenha o G=U critico (Figura 27-23b). Esse sistema re- 
lativamente simples da alanina pode ser uma reliquia evo- 
lutiva de um periodo no qual os oligonucleotideos de RNA, 
ancestrais dos tRNAs, eram aminoacilados por meio de um 
sistema primitive para a sintese de proteinas. 


A interagao das aminoacil-tRNA-sintases com seus res¬ 
pectivos tRNA e crucial para a leitura precisa do codigo 
genetico. Qualquer expansao do codigo para incluir novos 
aminoacidos teria, necessariamente, de incluir um novo par 
aminoacil-tRNA-sintase: tRNA. Uma expansao limitada do 
codigo genetico ja foi observada na natureza; uma expansao 
maior foi obtida em laboratorio (Quadro 27-3). 



FIGURA 27-23 Elementos estruturais do tRNA^'^ 
sao necessarios para o reconhecimento pela 
Ala-tRNA-sintase. (a) Os elementos estruturais do 
tRNA^'" reconhecidos pela Ala-tRNA-sintase sao simples 
de modo nao comum. Um unico par de bases G=U 
(em cor salmao) e o unico elemento necessario para 
a ligapao especifica e para a aminoacilapao. (b) Uma 
mini-helice curta de RNA sintetico, com o par de bases 
G=U fundamental, mas sem a maior parte das estru- 
turas de um tRNA. Essa molecula e aminoacilada espe- 
cificamente com alanina de forma quase tao eficiente 
quanto o tRNA^'" completo. 
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QUADRO 27-3 Expansdes naturals e nao naturals do codigo genetico 


Como foi visto, os 20 aminoacidos comumente encontra- 
dos nas protemas oferecem funcionalidade qmmica limi- 
tada. Os sistemas vivos geralmente superam essas limi- 
tagoes utilizando cofatores enzimaticos ou modificando 
alguns aminoacidos apos terem sido incorporados nas 
protemas. A principio, a expansao do codigo genetico para 
introduzir novos aminoacidos nas protemas oferece outro 
caminho para novas funcionalidades, mas e um caminho 
muito dificil de ser seguido. Tal mudanga pode muito bem 
resultar na inativagao de milhares de protemas celulares. 

Expandir o codigo genetico para incluir um novo ami- 
noacido requer varias mudangas celulares. Uma nova ami- 
noacil-tRNA-sintase precisa, geralmente, estar presente, 
junto com o tRNA correspondente. Ambos os componen- 
tes devem ser altamente especificos, interagindo apenas 
entre si e com o novo aminoacido. 0 novo aminoacido 
deve estar presente em concentragoes significativas na 
celula, podendo acarretar a evolugao de novas vias meta- 
bolicas. Como mostrado no Quadro 27-1, o anticodon no 
tRNA realizaria, provavelmente, um pareamento com um 
codon que normalmente especifica terminagao. Realizar 
todo esse trabalho em uma celula parece improvavel, mas 
ja ocorreu tanto na natureza quanto no laboratorio. 

Existem, na verdade, 22 em vez de 20 aminoacidos 
especificados pelo codigo genetico. Os dois aminoacidos 
extras sao a selenocistema e a pirrolisina, cada um sendo 
encontrado em poucas protemas, mas ambos oferecem 
uma nogao da complexidade da evolugao do codigo ge¬ 
netico. 


COO- 

+ I 

H3N—CH 
CH2 

I 

SeH 

Selenocistema 


COO- 

I 


HoN—CH 



Pirrolisina 


Em todas as celulas, algumas protemas (como a forma- 
to-desidrogenase nas bacterias e a glutationa-peroxidase 
nos mamiferos) requerem selenocistema para sua ativida- 
de. EmE.coli, a selenocistema e introduzida na enzima 
formato-desidrogenase durante a tradugao, em resposta a 
um codon UGA presente na leitura. Um tipo especial de 
Ser-tRNA, presente em niveis mais baixos do que outros 
Ser-tRNA, reconhece UGA e nenhum outro codon. Esse 
tRNA e carregado com serina pela serina-aminoacil-tRNA- 
-sintase normal, e a serina e convertida enzimaticamen- 
te em selenocistema por uma outra enzima, antes de ser 
usada no ribossomo. 0 tRNA carregado nao reconhece 


qualquer codon UGA; algum sinal no contexto do mRNA, 
ainda a ser identificado, garante que esse tRNA reconhe- 
ga apenas os poucos codons UGA presentes dentro de 
alguns genes que especificam selenocistema. De fato, 0 
UGA apresenta dupla fungao, codificando a terminagao e 
(muito ocasionalmente) a selenocistema. Essa expansao 
do codigo em particular tern um tRNA especifico, como 
descrito antes, mas nao tern uma aminoacil-tRNA-sintase 
especifica. 0 processo funciona para selenocistema, mas 
pode-se considera-lo uma etapa intermediaria na evolugao 
de uma definigao de codigo completamente nova. 

A pirrolisina e encontrada em um grupo de arquibac- 
terias anaerobias denominadas metanogenicas (ver Qua¬ 
dro 22-1). Esses organismos produzem metano, como 
parte de seu metabolismo, sendo que o grupo das Me- 
thanosarcinaceae pode utilizar metilaminas como subs- 
tratos para a metanogenese. Produzir metano a partir 
de monometilamina requer a enzima monometilamina- 
-metiltransferase. 0 gene que codifica essa enzima tern 
um codon de parada UAG na fase de leitura. A estrutura 
da metiltransferase foi elucidada em 2002, revelando a 
presenga do novo aminoacido pirrolisina na posigao es- 
pecificada pelo codon UAG. Experimentos subsequentes 
demonstraram que - ao contrario da selenocistema - a 
pirrolisina era ligada diretamente a um tRNA especifico 
por uma pirrolisil-tRNA-sintase especifica. Essas celulas 
produzem pirrolisina por meio de uma via metabolica que 
ainda precisa ser elucidada. Todo o sistema apresenta as 
caracteristicas tipicas de um codigo genetico ja estabele- 
cido, mas so funciona para codons UAG presentes nesse 
gene em particular. Como no caso da selenocistema, exis¬ 
tem, provavelmente, sinais contextuais que direcionam 
esse tRNA para o codon UAG correto. 

Sera que os cientistas conseguem competir com tal 
proeza evolutiva? Modificagoes de proteinas com varios 
grupos funcionais podem fornecer importantes pistas 
acerca da atividade e/ou da estrutura das proteinas. No 
entanto, a modificagao de proteinas geralmente e mui¬ 
to trabalhosa. Por exemplo, um pesquisador que deseja 
ligar um novo grupo a um residuo Cys especifico devera, 
de alguma maneira, bloquear os demais residuos Cys que 
porventura estejam presentes na mesma proteina. Se, em 
vez disso, ele pudesse adaptar o codigo genetico de for¬ 
ma a permitir que a celula inserisse um aminoacido mo- 
dificado em um local especifico na proteina, o processo 
seria muito mais conveniente. Peter Schultz e colabora- 
dores fizeram exatamente isso. 

Para desenvolver uma nova especificagao para um 
codon, sao necessarios, como ja foi citado, uma nova 
aminoacil-tRNA-sintase e um novo tRNA corresponden¬ 
te, ambos adaptados para funcionar com apenas um novo 
aminoacido. Tentativas para criar tal expansao “nao na¬ 
tural” do codigo genetico focalizaram, inicialmente, em 
E. coli. 0 codon UAG foi escolhido como o melhor alvo 
para codificar um novo aminoacido. Dos tres codons de 
parada, UAG e o menos utilizado, e linhagens com tRNA 
selecionados para reconhecer UAG (ver o Quadro 27-4) 
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Randomizar a sequencia do gene MytRNA^y'' 
enn 11 posi^oes, transfornnar as celulas 
para criar unna biblioteca. 


Adicionar plasmideo que tern o gene 
barnase construido em laboratorio. 


Biblioteca 


Sele^ao 

negativa 


As celulas contendo variantes MytRNA^^'' 
aminoacilados pelas tRNA-sintases endogenas 
morrem. As sobreviventes tern variantes 
/W/tRNA^y'' que nao sao aminoacilados. 


Gene M/TyrRS 



Remover o 
plasmideo que 
contem o gene 
barnase. 


Adicionar plasmideo 
contendo o gene 
M/TyrRS e o gene 
da j8-lactamase 
construido em 
laboratorio. 


0 ( 00(00 


Crescimento em meio 
contendo ampicilina. 


Selegao 

positiva 


OO 


As celulas sobrevivem apenas se contiverem 
os variantes M/tRNA^^''aminoacilados pela M/TyrRS. 


( 8 ) 


(Continua na proxima pdgina) 


FIGURAQ-1 Selegao dos variantes M/tRNA^^' que funcionam apenas com 
a tirosil-tRNA-sintase MyTyrRS. A sequencia do gene que codifica a MytRNA^^', 
presente em urn plasmideo, e randomizada em 11 posigoes que nao in- 
teragem com a MyTyrRS (pontos vermelhos). Os plasmideos mutantes sao 
introduzidos em celulas de E. coli para gerar uma biblioteca de milhoes de 
variantes MytRNA^^', representados pelas seis celulas mostradas aqui. 0 gene 
toxico da barnase, construido em laboratorio para contera sequencia TAG, 
de forma que seu transcrito possua codons UAG, e introduzido em urn plas¬ 
mideo separado, fornecendo uma selegao negativa. Se esse gene for ex- 
presso, as celulas morrem. Ele apenas sera expresso se o variante MytRNA^^', 
expresso por essas mesmas celulas, for aminoacilado pelas aminoacil-tRNA- 


-sintases endogenas (de E. coli), inserindo urn aminoacido em vez de termi- 
nar a tradugao. Urn outro gene, que codifica a j8-lactamase e que tambem 
foi modificado em laboratorio para conter a sequencia TAG a fim de produ- 
zir codons de parada UAG, e inserido em urn outro plasmideo, o qual tam¬ 
bem expressa o gene que codifica a MyTyrRS. Esse serve como uma forma 
de selegao positiva para os demais variantes de MytRNA^^'. Aqueles variantes 
que forem aminoacilados pela MyTyrRS permitem a expressao do gene da 
j8-lactamase, o qual, por sua vez, permite que as celulas cresgam na presen- 
ga de ampicilina. Multiples ciclos de selegao negativa e de selegao positiva 
fornecem os melhores variantes de MytRNA^^' aminoacilados unicamente 
pela MyTyrRS e utilizados de maneira eficiente na tradugao. 
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QUADRO 27-3 Expansdes naturals e nao naturals do codigo genetico (Continua^ao) 


nao apresentam defeitos no crescimento das bacterias. 
Para criar o novo tRNA e a nova tRNA-sintase, os genes 
para tirosil-tRNA e sua respectiva tirosil-tRNA-sintase 
foram obtidos da arquibacterias Methanococcus jan- 
naschii (MjtRNA^ e My'iyrRS). AMy'TyrRS nao se liga 
a alga do anticodon do My'tRNA^, permitindo que a alga 
do anticodon seja modificada para CUA (complementar a 
UAG), sem afetar a interagao. Como os sistemas das bac¬ 
terias e das arquibacterias sao ortologos, os componentes 
modificados das arquibacterias puderam ser transferidos 
para celulas de E. coli sem destruir o sistema de tradu- 
gao intrinseco das celulas. 

Primeiro, o gene que codifica o Afy'tRNA^"^ teve de ser 
modificado para gerar um tRNA ideal - que nao fosse re- 
conhecido por qualquer aminoacil-tRNA-sintase endoge- 
na de E. coli, mas que fosse aminoacilado pela Afy'TyrRS. 
Varies ciclos de selegao negativa e de selegao positiva 
foram desenhados e realizados para que fosse possivel 
encontrar de maneira eficiente tal variante em meio a ou- 
tros variantes do gene do tRNA (Figura Q-1). Partes da 
sequencia do My’tRNA^"^ foram trocadas aleatoriamente, 
permitindo a criagao de uma biblioteca de celulas, em que 
cada uma expressava uma versao diferente do tRNA. Um 
gene codificando barnase (uma ribonuclease toxica para 
E. coll) foi modificado de forma que sen transcrito de 
mRNA contivesse varies codons UAG, e esse gene tam- 
bem foi introduzido, nas celulas, por um plasmideo. Se 
0 variante de Afj/’tRNA^"^ expresso em uma determinada 
celula da biblioteca fosse aminoacilado por uma tRNA- 
-sintase endogena, passaria a expressar o gene da barna¬ 
se, e essa celula morreria (selegao negativa). As celulas 
sobreviventes conteriam os variantes de MjtR'NA^'' que 
nao foram aminoacilados pelas tRNA-sintases endogenas, 
mas com potencial de serem aminoacilados pela Afy'iyrRS. 
Uma selegao positiva (Figura Q-1) foi entao estabelecida, 
modificando o gene da j8-lactamase (que confere resisten- 
cia ao antibiotico ampicilina), de forma que sen transcrito 


contivesse varies codons UAG, e introduzindo esse gene 
nas celulas junto com o gene que codifica a AfyiyrRS. Os 
variantes de Mj/'tRNA^"^ que fossem aminoacilados pela 
MyTyrRS permitiriam o crescimento em meio com ampici¬ 
lina apenas quando a MyiyrRS tambem fosse expressa na 
celula. Varies ciclos desse esquema de selegao negativa e 
de selegao positiva permitiram a identificagao de um novo 
variante de Afy'tRNA^"^ que nao era afetado por enzimas 
endogenas, que era aminoacilado pela Afy'iyrRS e que fun- 
cionava bem na tradugao. 

Em segundo lugar, a M/'dyrRS teve de ser modificada 
para reconhecer o novo aminoacido. 0 gene que codifica 
a MyiyrRS foi dessa vez mutado para criar uma grande 
biblioteca de variantes. Os variantes que iriam aminoaci- 
lar 0 novo variante de My'tRNA^ com aminoacidos endo- 
genos foram eliminados utilizando a selegao com o gene 
da barnase. Uma segunda selegao positiva (semelhante a 
selegao com ampicilina descrita antes) foi realizada de for¬ 
ma que as celulas sobrevivessem somente se o variante de 
MjtRNA^"^ fosse aminoacilado apenas na presenga do ami¬ 
noacido nao natural. Varios ciclos de selegao negativa e de 
selegao positiva geraram um par especifico tRNA-sintase- 
-tRNA que reconhecia apenas o aminoacido nao natural. 
Esses componentes tiveram entao o nome alterado a fim 
de refletir o aminoacido nao natural utilizado na selegao. 

Utilizando essa abordagem, muitas linhagens de E. 
coli foram construidas, cada uma capaz de incorporar 
um determinado aminoacido nao natural em uma pro- 
teina em resposta a um codon UAG. A mesma aborda¬ 
gem tern sido utilizada para expandir artificialmente o 
codigo genetico de leveduras e ate mesmo de celulas de 
mamiferos. Desse modo, mais de 30 aminoacidos dife- 
rentes (Figura Q-2) podem ser introduzidos de maneira 
eficiente em sitios especificos de protemas clonadas. 
Como resultado, tem-se uma ferramenta cada vez mais 
util e flexivel para avangar nos estudos sobre a estrutura 
e a fungao das protemas. 
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FIGURA Q-2 Uma amostra dos aminoacidos nao naturais que ja foram 
adicionados ao codigo genetico. Esses aminoacidos contribuem com 
grupos quimicos reativos singulares, como (a) cetona, (b) azida, (c) fo- 
toconector (grupo funcional desenhado para formar ligaqoes covalentes 


com um grupo proximo quando ativado pela luz), (d) aminoacido alta- 
mente fluorescente, (e) aminoacido com atomo pesado (Br) para uso em 
cristalografia e (f) um analogo de cisteina de cadeia longa, com mais am- 
pla capacidade de formar pontes dissulfeto. 
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Estagio 2: Urn aminoacido especifico inicia a smtese 
de protemas 

A smtese de protemas comega na extremidade aminoter- 
minal e precede a adigao de aminoacidos passo a passo 
em diregao a extremidade carboxiterminal do polipepti- 
deo nascente, como determinado por Howard Dintzis em 
1961 (Figura 27-24). 0 codon de iniciagao AUG, dessa 
maneira, especifica um residue de metionina aminotermi- 
nal. Apesar de a metionina possuir apenas um codon, (5') 
AUG, todos os organismos tern dois tRNAs para metionina. 
Um deles e utilizado exclusivamente quando (5') AUG e o 
codon de iniciagao para a smtese de protemas. 0 outro e 
utilizado para codificar residues Met em posigoes internas 
no polipeptideo. 

A distingao entre um (5')AUG iniciador e um interne 
e direta. Em bacterias, os dois tipos de tRNA especificos 
para metionina sao designados tRNA^^^ e tRNA^^'l 0 ami¬ 
noacido incorporado em resposta ao codon de iniciagao 
(5')AUG e a A^-formilmetionina (fMet). Ele chega ao ribos- 
somo como A^-formilmetionil-tRNA^^^ (fMet-tRNA^®^), o 
qual e formado em duas reagoes sucessivas. Primeiramen- 
te, a metionina e ligada ao tRNA^""^ pela Met-tRNA sintase 
(a qual, em E. coli, aminoacila tanto o tRNA^^^ quanto o 
tRNA^"'): 

Metionina + tRNA^"' + ATP-> 

Met-tRNA^"' + AMP + PP. 


Diregao do crescimento da cadeia 
Terminal amino Terminal carboxil 



Numero do residuo 

FIGURA 27-24 Prova de que os poMpeptideos crescem pela adigao 
de residues de aminoacidos em diregao a por^ao carboxiterminal: 
o experimento de Dintzis. Reticulocitos (eritrocitos imaturos) sinteti- 
zando ativamente hemoglobina foram incubados com leucina radioativa 
(selecionada porque ocorre frequentemente nas cadeias de o; e jS-globina). 
Amostras de cadeias a completas foram entao isoladas dos reticulocitos 
em varios intervalos de tempo, e a distribuipao da radioatividade foi deter- 
minada. As zonas em vermelho-escuro mostram as porpoes das cadeias 
completas de a-globina contendo residues de Leu radioativos. Aos 4 min, 
apenas alguns residues na extremidade carboxil da a-globina estavam 
marcados, pois as unicas cadeias completas de globina com marcador 
incorporado apos 4 min eram aquelas cuja sintese estava praticamente 
completa no memento em que o marcador foi adicionado. Com tempos 
de incubapao mais longos, segmentos sucessivamente mais longos do 
polipeptideo apresentaram residues marcados, sempre em um bloco na 
extremidade carboxil da cadeia. A extremidade nao marcada do polipep¬ 
tideo (aminoterminal) foi entao definida como a extremidade iniciadora, 
isto e, os polipeptideos crescem por adipoes sucessivas de aminoacidos na 
extremidade carboxil. 


Em seguida, uma transformilase transfere um grupo formil 
do A/'^^-formiltetra-hidrofolato para o grupo amino do resi¬ 
duo Met: 

Af'Cformiltetra-hidrofolato + Met-tRNA“-^ 

tetra-hidrofolato + fMet-tRNA“®' 

A transformilase e mais seletiva do que a Met-tRNA-sintase; 
ela e especifica para residues Met ligados ao tRNA^''^ pre- 
sumivelmente reconhecendo alguma caracteristica estrutu- 
ral singular daquele tRNA. Ja o Met-tRNA^®^ insere metioni¬ 
na em posigoes internas nos polipeptideos. 


H COO“ 
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CH2 

I 

s 

I 

CH3 

A/-formilmetionina 


A adigao do grupo Af-formil ao grupo amino da metioni¬ 
na pela transformilase impede que a fMet entre em posigoes 
internas em um polipeptideo e, ao mesmo tempo, tambem 
permite que o fMet-tRNA^""^ se ligue em um sitio de inicia¬ 
gao especifico no ribossomo, o qual nao aceita Met-tRUA^""^ 
nem qualquer outro aminoacil-tRNA. 

Em celulas eucarioticas, todos os polipeptideos sinteti- 
zados por ribossomos citosolicos iniciam com um residuo 
Met (em vez de fMet), mas, novamente, a celula utiliza um 
tRNA iniciador especializado, que e diferente do tRNA^""^ 
utilizado em codons (5')AUG em posigoes internas no 
mRNA. Os polipeptideos sintetizados pelos ribossomos das 
mitocondrias e dos cloroplastos, entretanto, iniciam com Af- 
-formilmetionina. Esse fato da forte suporte a ideia de que 
as mitocondrias e os cloroplastos se originaram de bacterias 
ancestrais que foram simbioticamente incorporadas em ce¬ 
lulas eucarioticas precursoras em um estagio primordial da 
evolugao (ver Figura 1-38). 

Como pode um unico codon (5')AUG determinar se 
sera inserida uma Af-formilmetionina inicial (ou metionina, 
em eucariotos) ou um residuo Met interno? Detalhes do 
processo de iniciagao fornecem a resposta. 

As tres etapas da iniciagao A iniciagao da sintese de um po¬ 
lipeptideo nas bacterias requer (1) a subunidade 308 do 
ribossomo, (2) o mRNA que codifica o polipeptideo a ser 
produzido, (3) o fMet-tRNA^""^ iniciador, (4) um conjunto 
de tres proteinas denominadas fatores de iniciagao (IF-1, 
IF-2 e IF-3), (5) GTP, (6) a subunidade 508 do ribossomo 
e (7) Mg^^. A formagao do complexo de iniciagao se da em 
tres etapas (Figura 27-25). 

Na etapa O, a subunidade 308 do ribossomo se liga a 
dois fatores de iniciagao, IF-1 e IF-3. 0 fator IF-3 impede 
que as subunidades 308 e 508 se combinem prematuramen- 
te. 0 mRNA se liga, entao, a subunidade 308. 0 (5')AUG 
iniciador e guiado ate sua posigao correta pela sequencia 
de Shine-Dalgarno (assim chamada em virtude dos pes- 
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FIGURA 27-25 Forma^ao do complexo de inicia^ao em bacterias. 0 

complexo e formado em tres etapas (descritas no texto) a custa da hidrolise de 
GTR gerando GDP e P,. IF-1, IF-2 e IF-3 sao os fatores de iniciapao. E designa o 
sitio de saida, P o sitio peptidil e A o sitio aminoacil. Aqui, o anticodon do tRNA 
esta orientado no sentido de 3' para 5', da esquerda para a direita, como na 
Figura 27-8, mas contrario a orientapao mostrada nas Figuras 27-21 e 27-23. 


quisadores australianos que a identificaram, John Shine e 
Lynn Dalgarno), presente no mRNA. Essa sequencia con- 
senso e um sinal de iniciagao contendo de quatro a nove re¬ 
sidues de purina, 8 a 13 pb no lado 5' do codon de iniciagao 
(Figura 27-26a). A sequencia realiza um pareamento de 
bases com uma sequencia complementar rica em pirimidina 
proxima a extremidade 3' do rRNA 16S da subunidade 30S 
do ribossomo (Figura 27-26b). Essa interagao mRNA-rRNA 
coloca a sequencia iniciadora (5')AUG do mRNA em uma 
posigao precisa da subunidade 30S, onde ela e necessaria 
para o inicio da tradugao. 0 (5') AUG especifico no qual o 
fMet-lRNA^""^ deve se ligar e distinguido de outros codons 
de metionina pela sua proximidade a sequencia Shine-Dal- 
garno no mRNA. 

Os ribossomos bacterianos tern tres sitios que ligam 
tRNA, o sitio aminoacil (A), o sitio peptidil (P) e o 
sitio de saida (E) (de exit). Os sitios A e P se ligam a um 
aminoacil-tRNA, enquanto o sitio E se liga apenas a tRNA 
nao carregados, que ja completaram sua tarefa no ribosso¬ 
mo. Ambas as subunidades 30S e 50S contribuem para as 
caractensticas dos sitios A e P, enquanto o sitio E e restri- 
to a subunidade 50S. 0 (5')AUG iniciador e posicionado 
no sitio P, o unico sitio no qual o fMet-tRNA^®^ consegue se 
ligar (Figura 27-25). 0 fMet-tRNA^®^ e o unico aminoacil- 
-tRNA que se liga primeiro ao sitio P; durante o estagio 
subsequente de alongamento, todos os outros aminoacil- 
-tRNA que chegam (incluindo o Met-tRNA^^\ que se liga 
a codons AUG internos), ligam-se primeiro ao sitio A e so 
depois aos sitios P e E. 0 sitio E e o sitio pelo qual os tRNA 
“nao carregados” saem durante o alongamento. 0 fator 
IF-1 se liga ao sitio A e impede a ligagao do tRNA nesse 
sitio durante a iniciagao. 

Na etapa @ do processo de iniciagao (Figura 27-25), o 
complexo constituido da subunidade 30S do ribossomo, do 
IF-3 e do mRNA se junta ao IF-2 ligado a GTP e ao fMet- 
-tRNA^®^ iniciador. 0 anticodon desse tRNA pareia entao 
corretamente com o codon iniciador do mRNA. 

Na etapa 0 , esse grande complexo se combina com a 
subunidade 50S do ribossomo; simultaneamente, o GTP li¬ 
gado ao IF-2 e hidrolisado a GDP e P^, os quais sao liberados 
do complexo. Nesse ponto, todos os tres fatores de inicia¬ 
gao saem do ribossomo. 

0 termino das etapas mostradas na Figura 27-25 produz 
um ribossomo funcional 70S chamado de complexo de ini¬ 
ciagao, o qual contem o mRNA e o fMet-tRNA^®^ iniciador. 
A ligagao correta do fMet-tRNA^®^ no sitio P no complexo 
de iniciagao 70S e garantida por, pelo menos, tres pontos de 
reconhecimento e de ligagao: a interagao codon-anticodon 
envolvendo o AUG iniciador posicionado no sitio P; a in¬ 
teragao entre a sequencia de Shine-Dalgarno do mRNA e 
o rRNA 16S, e as interagoes de ligagao entre o sitio P do 
ribossomo e o fMet-tRNA^''l 0 complexo de iniciagao esta 
agora pronto para o alongamento. 

A iniciagao nas celulas eucarioticas A tradugao e, de modo ge- 
ral, semelhante em celulas eucarioticas e em celulas bac- 
terianas; a maioria das diferengas significativas estao no 
numero de componentes envolvidos e em detalhes do seu 
mecanismo. 0 processo de iniciagao em eucariotos esta es- 
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FIGURA 27-26 Sequencias do RNA mensageiro que servem como si- 
nais para iniciar a smtese proteica nas bacterias. (a) 0 alinhamento 
do AUG iniciador (mostrado em verde) no seu local correto na subunidade 
305 do ribossomo depende, em parte, das sequencias de Shine-Dalgarno 
situadas a montante (em bege). Forgoes do transcrito de mRNA de cinco 
genes bacterianos sao mostradas. Observe o raro exempio da proteina Lad 


de E. coli, que inicia com o codon GUG (Val) (ver Quadro 27-1). Em E. coli, 
AUG e o codon de iniciagao em cerca de 91% dos genes, com GUG (7%) e 
UUG (2%) assumindo essa fungao mais raramente. (b) A sequencia de Shine- 
-Dalgarno do mRNA pareia com uma sequencia proxima da extremidade 3' 
do rRNA 165. 


quematizado na Figura 27-27. 0 mRNA de eucariotos se 
liga ao ribossomo formando um complexo com varias pro- 
teinas ligantes especificas. As celulas eucarioticas tern pelo 
menos 12 fatores de iniciagao. Os fatores de iniciagao elFlA 
e eIF3 sao homologos funcionais do IF-1 e IF-3 de bacte¬ 
rias, ligando-se a subunidade 40S na etapa O, bloqueando 
a ligagao do tRNA ao sitio A e o acoplamento prematuro 
da subunidade maior com a subunidade menor do ribos¬ 
somo, respectivamente. 0 fator elFl liga-se ao sitio E. 0 
tRNA iniciador carregado liga-se ao eIF2, o qual tambem 
esta ligado a um GTR Na etapa ©, esse complexo ternario 
liga-se a subunidade ribossomal 40S, junto com outras duas 
proteinas envoMdas em etapas posteriores, eIF5 (que nao 
esta mostrada na Figura 27-27) e eIF5B. Esses componen- 
tes formam o complexo de preiniciagao 43S. 0 mRNA liga- 
-se ao complexo eIF4F o qual, na etapa @, e o intermediario 
na sua associagao com o complexo de preiniciagao 43S. 0 
complexo eIF4F e formado pelo eIF4E (ligando o quepe 
5'), eIF4A (com atividade ATPase e RNA-helicase) e eIF4G 
(uma proteina ligadora). A proteina eIF4G liga-se ao eIF3 e 
ao eIF4E, estabelecendo a primeira ligagao entre o comple¬ 
xo de preiniciagao 43S e o mRNA. 0 eIF4G tambem se liga 
a proteina ligadora da cauda poli-A (PABP, depoly(a) bin¬ 
ding protein) na extremidade 3' do mRNA, circularizando 
o mRNA (Figura 27-28) e facilitando a regulagao tradu- 
cional da expressao genica, como descrito no Capitulo 28. 

A ligagao do mRNA e dos fatores a ele associados cria o 
complexo 48S. Esse complexo escaneia o mRNA, inician- 
do no quepe 5' ate que seja encontrado um codon AUG. 
Esse processo de escaneamento ou varredura (etapa O da 


Figura 27-27) e facilitado pela atividade de RNA-helicase 
do eIF4A e por um outro fator (eIF4B, que nao aparece na 
Figura 27-27), cuja atividade molecular exata ainda nao e 
conhecida. 

Uma vez encontrado o local onde esta o AUG inicia¬ 
dor, ocorre associagao da subunidade ribossomal 60S com 
o complexo na etapa ® e liberagao de muitos fatores de 
iniciagao. Isso requer agao do eIF5 e do eIF5B. A proteina 
eIF5 promove a atividade GTPase do eIF2, produzindo um 
complexo eIF2-GDP com afinidade reduzida pelo tRNA ini¬ 
ciador. A proteina eIF5B e homologa a IF-2 de bacterias. 
Ela hidrolisa o GTP que esta ligado a ela e dispara a disso- 
ciagao do eIF2-GDP de outros fatores de iniciagao, e em 
seguida ocorre a associagao da subunidade 60S. Assim se 
completa a formagao do complexo de iniciagao. 

Os papeis dos varios fatores de iniciagao de bacterias 
e de eucariotos no processo como um todo estao resumi- 
dos na Tabela 27-8. 0 mecanismo pelo qual essas proteinas 
agem constitui uma importante area de pesquisa. 

Estagio 3: As ligates pepti'dicas sao formadas no 
estagio de alongamento 

A terceira etapa da sintese proteica e o alongamento. Ou- 
tra vez, primeiramente serao analisadas as celulas bacteria- 
nas. 0 alongamento requer (1) o complexo de iniciagao des¬ 
crito anteriormente, (2) aminoacil-tRNA, (3) um conjunto 
de tres proteinas citosolicas soluveis chamadas de fatores 
de alongamento (EF-Tu, EF-Ts e EF-G nas bacterias) e 
(4) GTP. As celulas realizam tres etapas para adicionar cada 
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FIGURA 27-27 O inicio da smtese proteica em eucariotos. As cinco 
etapas sao descritas no texto. Os fatores de iniciapao eucarioticos medeiam 
a associapao primeiramente do tRNA iniciador carregado para formar urn 
complexo 43S e depois do mRNA (com o quepe 5' mostrado em verme- 


Regiao nao traduzida na Protema ligadora 



FIGURA 27-28 Circulariza^ao do mRNA no complexo de inicia^ao em 
eucariotos. As extremidades 3' e 5' dos mRNAs de eucariotos sao unidas 
pelo complexo proteico elF4F. A subunidade elF4E liga-se ao quepe 5', e a 
proteina elF4G liga-se a proteina ligadora da cauda poli(A) (PABP) na extremi- 
dade 3' do mRNA. A proteina elF4G tambem se liga ao elF3, unindo o mRNA 
circularizado a subunidade 40S do ribossomo. 


Iho) para formar um complexo 48S. 0 complexo de iniciapao final e formado 
quando a subunidade 60S se associa, ao mesmo tempo em que ocorre a 
liberapao da maioria dos fatores de iniciapao. 


residuo de aminoacido, e essas etapas sao repetidas enquan- 
to houverem residuos a ser adicionados. 

Etapa 1 do alongamento: Liga^ao de um aminoacil-tRNA Na pri- 
meira etapa do ciclo de alongamento (Figura 27-29), o 
aminoacil-tRNA apropriado que entra se liga a um com¬ 
plexo que consiste em EF-Tu ligado a GTR 0 complexo 
aminoacil-tRNA-EF-Tu-GTP resultante se liga ao sitio A 
do complexo de iniciagao 70S. 0 GTP e hidrolisado, e um 
complexo EF-Tu-GDP e liberado do ribossomo 70S. 0 com¬ 
plexo EF-Tu-GTP e regenerado durante um processo en- 
volvendo EF-Ts e GTP 

Etapa 2 do alongamento: Forma^ao da liga^ao peptidica Uma liga- 
gao peptidica e agora formada entre os dois aminoacidos 
ligados, por meio dos sens tRNAs, aos sitios A e P no ri¬ 
bossomo. Isso ocorre por meio da transferencia do grupo 
AF-formilmetionil do tRNA iniciador para o grupo amino do 
segundo aminoacido, agora no sitio A (Figura 27-30). 0 
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TABELA27-8 


Fatores proteicos necessaries para a inicia^ao da tradu^ao 
em celulas bacterianas e eucarioticas 


Fator 

Fun^ao 

Bacterias 

IF-1 

Impede a ligagao prematura do tRNA 
no sitio A 

IF-2 

Facilita a ligagao do fMet-tRNA^®* a 
subunidade 30S do ribossomo 

IF-3 

Liga-se a subunidade 30S; impede a 
associagao prematura da subunidade 

508; aumenta a especificidade do sitio 

P pelo fMet-tRNA™®* 

Eucariotos 

elFl 

Liga-se ao sitio E da subunidade 408; 
facilita a interagao entre 0 complexo 
ternario eIF2-tRNA-GTP e a subuni¬ 
dade 408 

elFlA 

Homologo ao IF-1 de bacterias; impede 
a ligagao prematura do tRNA no sitio A 

eIF2 

GTPase; facilita a ligagao do Met-tRNA- 
iniciador a subunidade ribossomal 

408 

eIF2B*, eIF3 

Primeiros fatores a se ligarem na 
subunidade 408; facilitam as etapas 
subsequentes 

eIF4F 

Complexo que consiste em eIF4E, el- 
F4A e eIF4G 

eIF4A 

Atividade de RNA-helicase; remove 
estruturas secundarias do mRNA para 
permitir a ligagao a subunidade 408; faz 
parte do complexo eIF4F 

eIF4B 

Liga-se ao mRNA; facilita a varredura 
do mRNA para localizar 0 primeiro 

AUG 

eIF4E 

Liga-se ao quepe 5' do mRNA; faz parte 
do complexo eIF4F 

eIF4G 

Liga-se ao eIF4E e a proteina ligante de 
poliCA) (PABP); faz parte do complexo 
eIF4F 

eIF5* 

Promove a dissociagao de varies outros 
fatores de iniciagao da subunidade 408 
antes que ocorra a associagao dessa 
com a subunidade 608 para formar 0 
complexo de iniciagao 808 

eIF5b 

GTPase homologa ao IF-2 de bacterias; 
promove a dissociagao dos fatores de 
iniciagao antes da montagem final do 
ribossomo 


* Nao mostrados na Figura 27-27. 




FIGURA 27-29 Primeira etapa do alongamento em bacterias: liga^ao 
do segundo aminoacil-tRNA. 0 segundo aminoacil-tRNA (AA 2 ) entra no 
sitio A do ribossomo ligado a EF-Tu, que esta ligado a GTP (mostrado aqui 
como Tu), o qual tambem contem GTP. A ligaqao do segundo aminoacil- 
-tPNA ao sitio A e acompanhada pela hidrolise de GTP a GDP e P, e liberaqao 
do complexo EF-Tu-GDP do ribossomo. 0 GDP ligado e liberado quando o 
complexo EF-Tu-GDP se liga ao EF-Ts, e o EF-Ts depois e liberado quando 
outra molecula de GTP se liga a EF-Tu. Isso recicia o EF-Tu, deixando-o dis- 
ponivel para repetir o ciclo. 0 encaixe envolve uma mudanqa na conforma- 
qao do segundo tPNA, trazendo sua extremidade aminoacil para o sitio da 
peptidil-transferase. 
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FIGURA 27-30 Segunda etapa do alongamento em bacterias: forma- 
^ao da primeira liga^ao peptidica. A peptidil-transferase que catalisa 
essa reaqao e a ribozima rRNA 23S. 0 grupo AZ-formilmetionil e transferido 
para o grupo amino do segundo aminoacil-tRNA no sitio A, formando um 
dipeptidil-tRNA. Nesse estagio, ambos os tRNAs ligados ao ribossomo mu- 
dam de posigao na subunidade SOS, adotando um estado hibrido de ligagao. 


grupo a-amino do aminoacido no sitio A age como um nu- 
cleofilo, deslocando o tRNA do sitio P para formar a ligagao 
peptidica. Essa reagao produz um dipeptidil-tRNA no sitio 
A, e o tRNA^""^ “nao carregado” (desacilado) permanece 
ligado ao sitio R Os tRNA mudam entao para um estado 
hibrido de ligagao, com elementos de cada um deles esten- 
dendo-se sobre dois sitios diferentes no ribossomo, como 
mostrado na Figura 27-30. 

A atividade enzimatica que catalisa a formagao da liga¬ 
gao peptidica tern sido historicamente chamada de pep¬ 
tidil-transferase e era considerada intrinseca a uma ou 
mais proteinas da subunidade maior do ribossomo. Agora 
sabe-se que essa reagao e catalisada pelo rRNA 23S, con- 
tribuindo para o conhecido repertorio catalitico das ribozi- 
mas. Essa descoberta apresenta implicagoes interessantes 
para a evolugao da vida (ver Quadro 27-2). 

Etapa 3 do alongamento: Transloca^ao Na etapa final do ciclo 
de alongamento, a translocagao, o ribossomo se move 
um codon em diregao a extremidade 3' do mRNA (Figura 
27-31a). Esse movimento move o anticodon do dipeptidil- 
-tRNA, o qual ainda esta preso ao segundo codon do mRNA, 
do sitio A para o sitio P, e move o tRNA desacilado do sitio 
P para o sitio E, a partir do qual o tRNA e liberado para o ci- 
tosol. 0 terceiro codon do mRNA se encontra agora no sitio 
A e o segundo codon no sitio P 0 movimento do ribossomo 
ao longo do mRNA requer o fator EF-G (tambem conheci- 


0 tRNA nao carregado se desloca de modo que suas extremidades 3' e 5' 
ficam no sitio E. De forma semelhante, as extremidades 3' e 5' do peptidil- 
-tRNA se deslocam para o sitio R Os anticodons permanecem nos sitios P 
e A. Observe o envolvimento do grupamento 2'-hidroxila da adenosina da 
extremidade 3' como um catalisador acido-base geral nesta reagao. 


do como translocase) e a energia fornecida pela hidrolise 
de outra molecula de GTP Uma mudanga na conformagao 
tridimensional de todo o ribossomo resulta no movimento 
desse ao longo do mRNA. Como a estrutura do EF-G se 
assemelha a estrutura do complexo EF-Tu-tRNA (Figura 
27-31b), o EF-G e capaz de se ligar ao sitio A e, presumivel- 
mente, deslocar o peptidil-tRNA. 

Apos a translocagao, o ribossomo, com o dipeptidil- 
-tRNA e o mRNA ligados, esta pronto para um novo ciclo 
de alongamento e para a ligagao de um terceiro residuo de 
aminoacido. Esse processo ocorre da mesma forma que a 
adigao do segundo residuo (como mostrado nas Figuras 27- 
29, 27-30 e 27-31). Para cada residuo de aminoacido cor- 
retamente adicionado ao polipeptideo nascente, dois GTPs 
sao hidrolisados a GDP e P^, a medida que o ribossomo se 
move codon a codon ao longo do mRNA em diregao a extre¬ 
midade 3'. 

0 polipeptideo permanece ligado ao tRNA do ultimo 
(mais recentemente) aminoacido inserido. Essa associagao 
mantem a conexao funcional entre a informagao contida no 
mRNA e a produgao do polipeptideo decodificado. Ao mes- 
mo tempo, a ligagao ester entre esse tRNA e a extremidade 
carboxil do polipeptideo nascente ativa o grupo carboxiter- 
minal para o ataque nocleofilico pelo aminoacido que chega 
para formar uma nova ligagao peptidica (Figura 27-30). A 
medida que a ligagao ester existente entre o polipeptideo 
e o tRNA e quebrada durante a formagao da ligagao pepti- 
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3' 


dica, a ligagao entre o polipeptideo e a informagao contida 
no mRNA persiste, pois cada novo aminoacido adicionado 
permanece preso ao sen tRNA. 

0 ciclo de alongamento em eucariotos e bastante seme- 
Ihante ao que ocorre em bacterias. Tres fatores de alonga¬ 
mento eucarioticos (eEFla, eEFl/By e eEF2) tern fungoes 
analogas aquelas dos fatores de alongamento bacterianos 
(EF-Tu, EF-Ts e EF-G, respectivamente). Os ribossomos 
eucarioticos nao tern um sitio E; os tRNAs nao carregados 
sao expulsos diretamente do sitio R 

Edi^ao no ribossomo A atividade GTPasica do EF-Tu duran¬ 
te a primeira etapa do alongamento em celulas bacterianas 
(Figura 27-29) contribui de maneira importante para a ve- 
locidade e a fidelidade de todo o processo biossintetico. 
Tanto o complexo EF-Tu-GTP como o EF-Tu-GDP existem 
por poucos milissegundos antes de se dissociarem. Esses 
periodos de tempo constituem oportunidades para que 
ocorra uma leitura para edigao das interagoes codon-anti¬ 
codon. Os aminoacil-tRNA incorretos normalmente se dis- 
sociam do sitio A em um desses mementos. Se o analogo de 
GTP guanosina 5'-0-(3-tiotrifosfato) (GTPyS) for utilizado 
no lugar do GTP, a hidrolise se torna mais lenta, melhoran- 


FIGURA 27-31 Terceira etapa do alongamento em bacterias: trans- 
loca^ao. (a) 0 ribossomo se move a distancia de um codon em diregao 
a extremidade 3' do mRNA, utilizando a energia proveniente da hidrolise 
do GTP ligado ao fator EF-G (translocase). 0 dipeptidil-tRNA esta agora to- 
talmente no sitio P, deixando o sitio A aberto para a entrada do proximo 
(terceiro) aminoacil-tRNA. 0 tRNA nao carregado se dissocia, depois, do sitio 
E, e o ciclo de alongamento inicia novamente. (b) A estrutura do EF-G se as- 
semelha a estrutura do EF-Tu complexado com tRNA. Mostrados aqui estao 
(a esquerda) o EF-Tu em complexo com o tRNA (PDB ID 1B23) e (a direita) o 
EF-G em complexo com GDP (PDB ID 1DAR). A regiao carboxiterminal do 
EF-G se assemelha, estruturalmente, a alga do anticodon do tRNA, tanto em 
forma como em distribuigao de cargas. 



tRNA 


EF-G 



(a) 


3' 


(b) 
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do a fidelidade (aumentando os intervalos de edigao), mas 
reduzindo a velocidade da smtese proteica. 



0 processo de smtese proteica (incluindo as caractens- 
ticas do pareamento codon-anticodon ja descritas) foi cla- 
ramente otimizado ao longo da evolugao, de forma a equili- 
brar as exigencias de rapidez e fidelidade. Maior fidelidade 
diminui a velocidade, enquanto aumentos na velocidade 
provavelmente comprometeriam a fidelidade. E lembre-se 
que o mecanismo de edigao no ribossomo estabelece ape- 
nas que ocorreu pareamento apropriado entre codon e an¬ 
ticodon e nao verifica se o aminoacido correto esta ligado 
ao tRNA. Se um tRNA for aminoacilado com sucesso com 
um aminoacido errado (o que se pode fazer experimental- 
mente), esse aminoacido incorreto e de maneira eficiente 
incorporado a proteina em resposta a qualquer codon que 
seja reconhecido normalmente por aquele tRNA. 


Estagio 4: A termina^ao da smtese de polipepti'deos 
requer um sinal especial 

0 alongamento continua ate que o ribossomo adicione o 
ultimo aminoacido codificado pelo mRNA. A terminagao, 
quarto estagio da smtese de polipeptideos, e sinalizada pela 
presenga de um dos tres codons de parada no mRNA (UAA, 
UAG, UGA), imediatamente apos o ultimo aminoacido co¬ 
dificado. Mutagoes no anticodon do tRNA que permitem 
que um aminoacido seja inserido em um codon de parada 
sao geralmente deleterias para a celula (Quadro 27-4). Em 
bacterias, uma vez que um codon de parada tenha ocupa- 
do 0 sitio A do ribossomo, tres fatores de terminagao, on 
fatores de liberagao - as proteinas RF-1, RF-2 e RF-3 -, 
contribuem para (1) hidrolise da ligagao peptidil-tRNA ter¬ 
minal; (2) liberagao do polipeptideo e do ultimo tRNA, agora 
nao carregado, do sitio P, e (3) dissociagao do ribossomo 
70S em suas subunidades 30S e SOS, prontas para comegar 
um novo ciclo de smtese de polipeptideo (Figura 27-32). 0 
RF-1 reconhece os codons de parada UAG e UAA, e o RF-2 
reconhece UGA e UAA. 0 RF-1 on o RF-2 (dependendo 
do codon presente) se liga a um codon de parada e induz 
a peptidil-transferase a transferir o polipeptideo nascente 
para uma molecula de agua em vez de para outro amino¬ 
acido. Os fatores de liberagao tern dominios que parecem 
assemelhar-se a estrutura do tRNA, como mostrado para o 
fator de alongamento EF-G na Figura 27-31b. A fungao es- 


QUADRO 27-4 Varia^ao induzida do codigo genetico: supressao sem sentido 


Quando uma mutagao produz um codon de parada no 
interior de um gene, a tradugao e prematuramente in- 
terrompida, e o polipeptideo incompleto e, geralmente, 
inativo. Essas mutagoes sao chamadas de mutagoes sem 
sentido. 0 gene pode ter sua fungao normal recuperada 
se uma segunda mutagao (1) converter o codon de pa¬ 
rada resultante da primeira mutagao em um codon que 
especifique um aminoacido on (2) suprimir os efeitos do 
codon de terminagao. Essas mutagoes restauradoras sao 
chamadas de supressores sem sentido; elas geralmente 
envolvem mutagoes em genes de tRNA para produzir tR- 
NAs alterados (supressores) capazes de reconhecer o co¬ 
don de parada e inserir um aminoacido naquela posigao. 
A maioria dos tRNAs supressores conhecidos apresentam 
substituigoes de uma unica base nos sens anticodons. 

Os tRNAs supressores constituem uma variagao expe- 
rimentalmente induzida do codigo genetico para permitir a 
leitura de codons que sao, geralmente, de terminagao, de 
forma bem parecida com as variagoes de codigo que ocor- 
rem naturalmente, conforme descrito no Quadro 27-1. A 
supressao sem sentido nao quebra totalmente a transferen- 
cia normal de informagao na celula, pois a celula geralmen¬ 
te tern varias copias de cada gene de tRNA; alguns desses 
genes duplicados sao pouco expressos e contribuem ape- 
nas para uma pequena fragao do conjunto de um determi- 
nado tRNA na celula. As mutagoes supressoras, em geral, 
envolvem um tRNA “menos importante”, deixando os tR¬ 
NAs principals para que o codon seja lido normalmente. 


Por exemplo, a E. coli tern tres genes identicos para 
tRNA^, sendo que cada um produz um tRNA com o an¬ 
ticodon (5')GUA. Um desses genes e expresso em niveis 
relativamente altos, e, portanto, o sen produto represen- 
ta a principal fragao de tRNA^"^; os outros dois genes sao 
transcritos em quantidades pequenas. Uma mudanga no 
anticodon do tRNA produzido a partir de um desses dois 
genes de tRNA’^, de C5')GUA para C5')CUA, produz, em 
baixas quantidades, um tipo de tRNA’^" que ira inserir 
tirosina em codons de parada UAG. Essa insergao de ti- 
rosina em UAG e realizada de maneira pouco eficiente, 
mas pode produzir quantidades suficientes da proteina 
inteira, a partir de um gene com mutagao sem sentido, de 
modo a permitir que a celula sobreviva. 0 tRNA^ majOn¬ 
tario continua traduzindo o codigo genetico normalmen¬ 
te para a maioria das proteinas. 

A mutagao que leva a geragao de um tRNA supres- 
sor nem sempre ocorre no anticodon. A supressao de 
codons UGA sem sentido geralmente envolve o tRNA^^ 
que reconhece, normalmente, UGG. A alteragao que per- 
mite que ele leia UGA (e insira residues de Trp nessas 
posigoes) e uma mudanga de G para A na posigao 24 
(em um brago do tRNA ligeiramente afastado do anti¬ 
codon); esse tRNA pode agora reconhecer tanto UGG 
como UGA. Uma mudanga semelhante e encontrada em 
tRNAs envolvidos na variagao de codigo genetico mais 
comumente encontrada na natureza (UGA = Trp; ver 
Quadro 27-1). 
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FIGURA 27-32 Termina^ao da smtese de protemas em bacterias. A 

terminagao ocorre em resposta a urn codon de parada no sitio A. Primeiro, 
urn fator de liberapao, RF (RF-1 ou RF-2, dependendo do codon de parada 
presente), liga-se ao sitio A. Isso causa a hidrolise da ligapao ester entre o po- 
lipeptideo nascente e o tRNA no sitio Pea liberapao do polipeptideo com- 
pleto. Finalmente, o mRNA, o tRNA desacilado e o fator de liberapao saem do 
ribossomo, o qual se dissocia em suas subunidades SOS e SOS, auxiliado pelo 
fator de reciclagem do ribossomo (RRF), pelo IF-3 e pela energia fornecida 
pela hidrolise de GTP mediada por EF-G. 0 complexo formado pela subuni- 
dade SOS e pelo IF-S esta pronto para iniciar urn outro cicio de tradupao (ver 
Figura 27-25). 


pecifica do RF-3 ainda nao foi definitivamente estabelecida, 
mas acredita-se que ele libera a subunidade ribossomal. Em 
eucariotos, um unico fator de liberagao, o eRF, reconhece 
todos os tres codons de parada. 

A reciclagem do ribossomo leva a dissociagao dos com- 
ponentes envoMdos na tradugao. Os fatores de liberagao se 
dissociam do complexo resultante da parada (contendo um 
tRNA nao carregado no sitio P) e sao substitnidos pelo EF-G 
e por uma proteina denominada fator de reciclagem do ri¬ 
bossomo (RRF, de ribosome recycling factor; 20.300). 
A hidrolise do GTP pelo EF-G leva a dissociagao da subuni¬ 
dade 508, que se separa do complexo 308 tRNA-mRNA. 0 
EF-G e 0 RRF sao substitnidos por IF-3, o qual promove a 
dissociagao do tRNA. 0 mRNA e entao liberado. 0 complexo 
formado entre o IF-3 e a subunidade 308 esta entao pronto 
para iniciar outro cicio de smtese proteica (Figura 27-25). 

Custo energetico da fidelidade na smtese proteica A smtese de 
uma proteina fiel a informagao especificada pelo seu respec- 
tivo mRNA requer energia. A formagao de cada aminoacil- 
-tRNA utiliza dois grupos fosfato de alta energia. Um ATP 
adicional e consumido cada vez que um aminoacido incor- 
retamente ativado e hidrolisado pela atividade desacilase de 
uma aminoacil-tRNA-sintase, como parte de sua atividade 
de edigao. Um GTP e clivado em GDP e P^ durante a primei- 
ra etapa de alongamento, e outro durante a etapa de translo- 
cagao. Assim, para a formagao de cada ligagao peptidica em 
um polipeptideo, e necessaria, em media, a energia derivada 
da hidrolise de mais de quatro NTPs gerando NDP8. 

Isso represeuta um “empurrao” termodiuamico excessi- 
vameute grande na diregao da siutese: pelo meuos 4 X 30,5 
kJ/moI =122 kJ/moI de energia de ligagao fosfodiester para 
gerar uma ligagao peptidica, a qual tern uma energia livre pa- 
drao de hidrolise de apeuas aproximadameute -21 kJ/moI. 
A variagao de energia livre durante a siutese de uma ligagao 
peptidica, portauto, tern valor liquido de -101 kJ/moI. As pro- 
teiuas sao polimeros que coutem informagao. 0 objetivo bio- 
quimico nao e apeuas a formagao de uma ligagao peptidica, 
mas a formagao de uma ligagao peptidica entre dois aminoaci- 
dos especificos. Cada um dos compostos fosfatados altamen- 
te euergeticos gastos nesse processo tern papel fundamental 
na manuteugao do alinhameuto correto entre cada novo co¬ 
don no mRNA e o seu respective aminoacido na extremidade 
cresceute do polipeptideo. Essa energia permite uma altissi- 
ma fidelidade na tradugao biologica da meusagem geuetica do 
mRNA para a sequeucia de amiuoacidos das proteiuas. 

Tradugao rapida de uma unica mensagem pelos polissomos Graudes 
coujuutos de 10 a 100 ribossomos muito ativos na siutese 
proteica podem ser isolados de celulas eucarioticas e bacte- 
riauas. Micrografias eletrouicas mostram a preseuga de uma 
fibra entre ribossomos adjaceutes em um conjuuto, o qual e 
chamado de polissomo (Figura 27-33a). A fita couectora 
e uma unica molecula de mRNA que esta seudo traduzida 
simultaueameute por ribossomos muito prdximos uus dos 
outros, permitiudo um uso altamente eficiente do mRNA. 

Em bacterias, a transcrigao e a tradugao sao processes 
estreitamente acoplados. Os RNAs mensageiros sao sinte- 
tizados e traduzidos na mesma diregao 5'^3'. Os ribosso¬ 
mos comegam a traduzir a extremidade 5' do mRNA antes 
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FIGURA 27-33 Acoplamento da transcri^ao e da tradua^ao em bac- 
terias. (a) Micrografia eletronica de polissomos que se formam durante a 
transcrigao de uim segimento de DNA de £ coli. Cada imolecula de mRNA esta 
sendo traduzida por rmuitos ribossormos sirmultanearmente. As cadeias poli- 
peptidicas nascentes que sao fornnadas nos ribossormos sao dificeis de visuali- 
zar devido as condigoes sob as quais as armostras rmostradas nessas rmicrogra- 
fias eletronicas sao preparadas. A seta aponta o local aproxirmado do inicio do 
gene que esta sendo transcrito. (b) Cada rmRNA e traduzido pelos ribossormos 
enquanto ainda esta sendo transcrito do DNA pela RNA-polirmerase. Isso e 
possivel porque, erm bacterias, o rmRNA nao precisa ser transportado do nu- 
cleo para o citoplasrma para que encontre os ribossormos. Neste diagrarma, os 
ribossormos sao rmostrados erm tarmanho rmenor do que a RNA-polirmerase. Na 
verdade o tarmanho do ribossormo (M^ 2,7 X 10^) e urma orderm de rmagnitude 
rmaior do que o tarmanho da RNA-polirmerase (M^ 3,9 X 10^). 

que a transcrigao tenha side completada (Figura 27-33b). A 
situagao e um tanto diferente em celulas eucarioticas, nas 
quais os mRNAs recem-sintetizados precisam deixar o nu- 
cleo antes que possam ser traduzidos. 

Em geral, os mRNAs bacterianos existem por apenas 
alguns minutos (P- 1084) antes de serem degradados por 
nucleases. Para manter altas taxas de smtese proteica, o 
mRNA para uma dada protema ou grupo de protemas preci¬ 
sa ser sintetizado continuamente e traduzido com eficiencia 
maxima. 0 curto tempo de vida dos mRNAs nas bacterias 
permite a parada rapida da smtese quando a protema nao e 
mais necessaria. 

Estagio 5: As cadeias polipeptidicas recem-sintetizadas 
sofrem enovelamento e processamento 

Na etapa final da smtese proteica, a cadeia polipeptidica 
nascente e dobrada e processada, adquirindo sua forma 
biologicamente ativa. Durante ou apos a sua smtese, o po- 


lipeptideo assume, progressivamente, sua conformagao 
nativa, com a formagao de interagoes/ligagoes apropriadas, 
como ligagoes de hidrogenio, interagoes hidrofobicas, ioni- 
cas e de van der Waals. Dessa forma, a informagao genetica 
linear, ou unidimensional, contida no mRNA e convertida 
na estrutura tridimensional da protema. Algumas protei- 
nas recem-sintetizadas, sejam elas de bacterias, arqueias 
ou eucariotos, nao adquirem sua conformagao final biolo¬ 
gicamente ativa ate que sejam alteradas por uma ou mais 
reagoes de processamento, denominadas modificagoes 
pos-traducionais. 

Modifica^des aminoterminais e carboxiterminais 0 primeiro 
residuo inserido em todos os polipeptideos e a A^-formil- 
metionina (em bacterias) ou metionina (em eucariotos). 
Entretanto, o grupo formil, o residuo Met aminoterminal 
e, frequentemente, residues adicionais da regiao amino¬ 
terminal (e, em alguns cases, da extremidade carboxil) 
podem ser removidos enzimaticamente para a formagao da 
proteina funcional final. Em ate 50% das proteinas euca¬ 
rioticas, o grupamento amino do residuo aminoterminal e 
A^-acetilado apos a tradugao. As vezes, residues carboxiter¬ 
minais sao tambem modificados. 

Perda das sequencias sinalizadoras Como sera visto na Segao 
27.3, 15 a 30 residues da extremidade aminoterminal de al¬ 
gumas proteinas tern papel no enderegamento da proteina 
para seu destine final na celula. Essas sequencias sinali¬ 
zadoras sao removidas no final por peptidases especificas. 

Modifica^ao de aminoacidos individuals Os grupos hidroxila de 
certos residues Ser, Thr e Tyi de algumas proteinas sao en¬ 
zimaticamente fosforilados por ATP (Figura 27-34a); os 
grupos fosfato adicionam cargas negativas a esses polipep¬ 
tideos. 0 significado funcional dessa modificagao varia de 
uma proteina para outra. Por exemplo, a proteina caseina 
do leite tern muitos grupos de fosfosserina que ligam Ca^^. 
Calcio, fosfato e aminoacidos sao elementos valiosos para 
lactentes; a caseina fornece, assim, tres nutrientes essen- 
ciais. E, como foi visto em varies exemplos, os ciclos de 
fosforilagao-desfosforilagao regulam a atividade de muitas 
enzimas e proteinas regulatorias. 

Grupos carboxil extras podem ser adicionados a resi¬ 
dues Gin de algumas proteinas. Por exemplo, a protrom- 
bina, proteina da coagulagao sanguinea, contem varies 
residues de y-carboxiglutamato (Figura 27-34b) na sua 
regiao aminoterminal, os quais sao introduzidos por uma 
enzima que necessita de vitamina K. Esses grupos carboxil 
ligam Ca^^, o qual e necessario para iniciar o mecanismo 
de coagulagao. 

Residues de monometil e dimetil-lisina (Figura 27-34c) 
ocorrem em algumas proteinas musculares e no citocromo 
c. A calmodulina da maioria dos organismos contem um re¬ 
siduo de trimetil-lisina em uma posigao especifica. Em ou- 
tras proteinas, os grupos carboxil de alguns residues Gin 
sofrem metilagao, que remove suas cargas negativas. 

Liga^ao de cadeias laterals de carboidratos As cadeias laterals 
de carboidratos das glicoproteinas sao ligadas covalente- 
mente durante ou apos a sintese do polipeptideo. Em algu¬ 
mas glicoproteinas, a cadeia lateral de carboidrato e ligada 
enzimaticamente a residues Asn (oligossacarideos A/'-liga- 
dos); em outras, a residues Ser ou Thr (oligossacarideos O- 
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Protema Ras farnesilada 


FIGURA 27-35 Farnesila^aodeum residue Cys. A ligagaotioetere mos- 
trada em vermelho. A proteina Ras e o produto do oncogene ras. 
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FIGURA 27-34 Alguns residues de amineacides medificades. (a) 

Aminoacidos fosforilados. (b) Aminoacido carboxilado. (c) Alguns aminoa- 
cidos metilados. 


-ligados) (ver a Figura 7-30). Muitas protemas com fungao 
extracelular, bem como os proteoglicanos lubrificantes que 
revestem as membranas mucosas, contem cadeias laterals 
de oligossacarideos (ver Figura 7-28). 

Adi^ao de grupos isoprenila Varias protemas eucarioticas sao 
modificadas pela adigao de grupos derivados do isopreno 
(grupos isoprenila). Uma ligagao tioeter e formada entre o 
grupo isoprenila e um residue Cys da protema (ver Figura 
11-15). Os grupos isoprenila sao derivados de intermedia¬ 
ries pirofosforilados da via de biossintese do colesterol (ver 
Figura 21-35), como o farnesil-pirofosfato (Figura 27-35). 
Protemas assim modificadas incluem as protemas Ras (pe- 
quenas protemas G), que sao produtos dos oncogenes e 
proto-oncogenes ras, as protemas G trimericas (ambas dis- 
cutidas no Capitulo 12), bem como as laminas, protemas 
encontradas na matriz nuclear. 0 grupo isoprenila ajuda a 
ancorar a protema na membrana. A atividade transforma- 
dora (carcinogenica) do oncogene ras e perdida quando a 
isoprenilagao da protema Ras e bloqueada, uma descoberta 
que tern estimulado interesse na identificagao de inibidores 
dessa via de modificagao pos-traducional para o uso na qui- 
mioterapia do cancer. 

Adi^ao de grupos prosteticos Muitas protemas exigem, para 
sua atividade, grupos prosteticos ligados covalentemente. 
Dois exemplos sao a molecula de biotina da acetil-CoA-car- 
boxilase e o grupo heme da hemoglobina ou do citocromo c. 

Processamento proteolitico Muitas protemas sao inicialmen- 
te sintetizadas como polipeptideos precursores longos e 
inativos, os quais sao clivados proteoliticamente para dar 
origem as formas menores e ativas das protemas. Exem¬ 
plos incluem a pro-insulina, algumas protemas virais e pro¬ 
teases, como o quimotripsinogenio e o tripsinogenio (ver 
Figura 6-38). 

Forma^ao de pontes dissulfeto Apos se dobrarem nas suas 
conformagoes nativas, algumas protemas formam pontes 
dissulfeto entre residues de Cys presentes em uma mesma 
cadeia ou em cadeias diferentes. Nos eucariotos, as pontes 
dissulfeto sao comuns em protemas secretadas da celula. 
As pontes assim formadas ajudam a proteger a conforma- 
gao nativa da molecula proteica da desnaturagao no meio 
extracelular, que e geralmente oxidante e cujas condigoes 
podem ser bem diferentes daquelas do meio intracelular. 
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A smtese proteica e inibida por muitos antibioticos 
etoxinas 

A smtese proteica constitui uma fungao central na fisiologia 
celular e e o alvo principal de muitos antibioticos e toxinas 
naturals. A maioria desses antibioticos inibe a smtese pro¬ 
teica nas bacterias. As diferengas entre a smtese de protei- 
nas em bacterias e em eucariotos, apesar de muito tenues 
em alguns casos, bastam para que a maioria dos compostos 
discutidos a seguir seja relativamente inofensiva para celu- 
las eucarioticas. A selegao natural favorecen a evolugao de 
compostos que fazem uso de diferengas minimas para afe- 
tar seletivamente os sistemas das bacterias, de forma que 
essas armas bloquimicas sao sintetizadas por alguns micror- 
ganismos, sendo extremamente toxicas para outros. Uma 
vez que quase todas as etapas da smtese proteica podem 
ser inibidas por um on outro antibiotico, esses compostos 
tern se tornado ferramentas valiosas no estudo da biossin- 
tese de proteinas. 

A puromicina, produzida pelo fungo Streptomyces 
alboniger, e um dos mais bem conhecidos antibioticos 
inibidores da smtese proteica. A sua estrutura e bastante 
semelhante a extremidade 3' de um aminoacil-tRNA, per- 
mitindo que ele se ligue ao sitio A do ribossomo e participe 
na formagao da ligagao peptidica, produzindo peptidil-pu- 
romicina (Figura 27-36). No entanto, por se assemelhar 
apenas a extremidade 3' do tRNA, a puromicina nao parti- 
cipa da translocagao e se dissocia do ribossomo logo apos 
se ligar a extremidade carboxil do peptideo. Isso causa o 
termino premature da smtese do polipeptideo. 

As tetraciclinas inibem a smtese proteica em bacterias 
por meio do bloqueio do sitio A do ribossomo, impedindo 
a ligagao do aminoacil-tRNA. 0 cloranfenicol inibe a sm¬ 
tese proteica realizada nos ribossomos das bacterias (bem 
como das mitocondrias e dos cloroplastos) pelo bloqueio 
da atividade peptidil-transferase; ele nao afeta a smtese ci- 
tosolica das proteinas em eucariotos. Por outro lado, a ci- 
cloeximida bloqueia a peptidil-transferase dos ribossomos 
SOS de eucariotos, mas nao aquela dos ribossomos 70S das 
bacterias (nem das mitocondrias nem dos cloroplastos). A 
estreptomicina, um trissacarideo basico, causa uma leitu- 
ra errada do codigo genetico (em bacterias) em concentra- 
goes relativamente baixas e inibe a iniciagao em concentra- 
goes mais altas. 



NH-C-CHCU 
02N^ Vch-ch o 

OH CH 2 
OH 

Cloranfenicol 


Peptidil-tRNA Puromicina 

no sitio P no sitio A 



FIGURA 27-36 Perturba^ao da formagao da ligagao peptidica pela 
puromicina. 0 antibiotico puromicina e parecido com a extremidade ami- 
noacil de um tRNA carregado, sendo capaz de se ligar ao sitio A do ribosso¬ 
mo e participar da formagao da ligagao peptidica. 0 produto dessa reagao, a 
peptidil-puromicina, em vez de ser translocada para o sitio P dissocia-se do 
ribossomo, causando a terminagao prematura da cadeia. 
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VArios outros inibidores da sintese proteica sao nota- 
veis em razao da sua toxicidade para humanos e outros 
mamiferos. A toxina difterica (M^ 58.330) catalisa a 
ADP-ribosilagao de um residuo de diftamida (histidina 
modificada) do fat or de alongamento eucariotico eEF2, 
inativando-o. A ricina 29.895), protema extrema- 
mente toxica da mamona, inativa a subunidade 60S dos 
ribossomos eucaridticos pela despurinagao de uma ade- 
nosina especifica no rRNA 23S. A ricina foi utilizada no 
infame caso de assassinate de um jornalista bulgaro da 
BBC, Georgi Markov, morto em 1978 presumivelmente 
pela policia bulgara. Utilizando uma seringa escondida na 
extremidade de uma sombrinha, um membro da policia se- 
creta injetou um dispositive contendo ricina na perna de 
Markov. Ele morreu 4 dias depois. 

RESUMO 27.2 A smtese proteica 

► A smtese proteica ocorre nos ribossomos, que consis- 
tem em proteinas e rRNA. As bacterias tern ribossomos 
70S, com uma subunidade maior (50S) e uma menor 
(30S). Os ribossomos eucaridticos sao significativamen- 
te maiores (SOS) e contem mais proteinas. 

► Os RNAs transportadores contem entre 73 e 93 residues 
nucleotidicos, alguns dos quais tern bases modificadas. 
Cada tRNA tern o brago aminoacila com a sequencia ter¬ 
minal CCA(3') - a qual um aminoacido e esterificado -, 
o brago do antieddon, o brago TijjC e o brago D; alguns 
tRNAs tern um quinto brago. 0 antieddon e responsavel 
pela especificidade da interagao entre o aminoacil-tRNA 
e o eddon complementar do mRNA. 

► 0 crescimento da cadeia dos polipeptideos nos ribos¬ 
somos inicia com o aminoacido aminoterminal e ocorre 


por adigdes sucessivas de novos residues a extremidade 
carboxil. 

► A sintese proteica acontece em cinco estagios. 

1. Os aminoacidos sao ativados no citosol por amino- 
acil-tRNA-sintetases especificas. Essas enzimas cata- 
lisam a formagao de aminoacil-tRNA, com a clivagem 
simultanea de ATP, gerando AMP e PP^. A fidelidade da 
sintese proteica depende da precisao dessa reagao, e 
algumas dessas enzimas realizam etapas de edigao em 
sitios ativos separados. 

2. Em bacterias, o aminoacil-tRNA iniciador de todas 
as proteinas e o A^-formilmetionil-tRNA^®l A iniciagao 
da sintese proteica envolve a formagao de um complexo 
entre a subunidade 30S do ribossomo, o mRNA, GTP, 
fMet-tRNA^''^ tres fatores de iniciagao e a subunidade 
50S; o GTP e hidrolisado a GDP e P^. 

3. Nos estagios de alongamento, GTP e fatores de 
alongamento sao necessarios para a ligagao do novo 
aminoacil-tRNA que chega ao sitio A do ribossomo. Na 
primeira reagao de transference peptidica, o residuo 
fMet e transferido para o grupo amino do novo aminoa¬ 
cil-tRNA. 0 movimento do ribossomo ao longo do mRNA 
transloca entao o dipeptidil-tRNA do sitio A para o sitio 
P, um processo que requer hidrolise de GTP. 0 tRNA 
desacilado se dissocia do sitio E do ribossomo. 

4. Apos muitos ciclos de alongamento, a sintese do 
polipeptideo e finalizada com o auxilio dos fatores de 
liberagao. Pelo menos quatro equivalentes fosfatados 
de alta energia (do ATP ou do GTP) sao necessarios 
para a formagao de cada ligagao peptidica, investimen- 
to energetico necessario para garantir a fidelidade da 
tradugao. 

5. Os polipeptideos dobram-se nas suas formas ativas 
tridimensionais. Muitas proteinas sao ainda processadas 
por reagoes de modificagao pos-traducional. 

► Muitos antibioticos e toxinas bem estudados inibem al¬ 
guns aspectos da sintese proteica. 

27.3 Endere^amento e degrada^ao das proteinas 

A celula eucariotica e composta por muitas estruturas, or- 
ganelas e compartimentos, cada um com fungoes especi¬ 
ficas que requerem conjuntos distintos de proteinas e en¬ 
zimas. Essas proteinas (com excegao daquelas produzidas 
nas mitocondrias e nos plastideos) sao sintetizadas nos 
ribossomos, no citosol; entao, como elas sao direcionadas 
para sens destinos finals na celula? 

Hoje, esse complexo e fascinante processo comega a 
ser compreendido. As proteinas destinadas a secregao, a 
integragao na membrana plasmatica ou a inclusao nos li- 
sossomos geralmente compartilham das primeiras etapas 
de uma via que inicia no reticulo endoplasmatico (RE). As 
proteinas destinadas as mitocondrias, aos cloroplastos ou 
ao nucleo utilizam tres mecanismos separados. E aquelas 
destinadas ao citosol simplesmente permanecem no local 
onde sao sintetizadas. 
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0 elemento mais importante em muitas dessas vias de 
enderegamento e uma sequencia curta de aminoacidos, de- 
nominada sequencia sinal, ou peptideo sinalizador, cuja 

fungao foi postulada, pela pri- 
meira vez, por Gunter Blobel e 
colaboradores, em 1970. A se¬ 
quencia sinal direciona a pro- 
teina para sen local apropriado 
na celula, e, em muitas protel- 
nas, ela e removida durante o 
transporte ou depois que a pro- 
telna tenha alcangado seu desti- 
no final. Nas protemas cujo des- 
tino e o transporte para 
mitocondrias, cloroplastos ou 
RE, a sequencia sinal esta locali- 
zada na porgao aminoterminal 
do polipeptideo recem-sintetizado. Em muitos casos, a ca- 
pacidade de enderegamento de certas sequencias sinal foi 
confirmada por meio da fusao da sequencia sinal de uma 
proteina com outra proteina, mostrando que o sinal direcio¬ 
na a segunda proteina para o local onde a primeira proteina 
e geralmente encontrada. A degradagao seletiva das protei- 
nas que nao sao mais necessarias para a celula tambem se 
baseia, em grande parte, em um conjunto de sinais molecu- 
lares incrustados na estrutura de cada proteina. 

Nesta segao final, serao examinados o enderegamento 
e a degradagao das proteinas, com enfase nos sinais e na 
regulagao molecular envoMdos, os quais sao fundamentals 
para o metabolismo celular. Exceto quando citado, o foco 
agora sera nas celulas eucarioticas. 

As modifica^es pos-traducionais de muitas proteinas 
eucarioticas tern inicio no retkulo endoplasmatico 

Provavelmente, o sistema de enderegamento mais bem ca- 
racterizado tern inicio no RE. A maioria das proteinas lisos- 
somais, das proteinas de membrana e das proteinas secre- 
tadas tern uma sequencia sinal aminoterminal (Figura 
27-37) que as marca para o transporte para dentro do lu¬ 
men do RE; centenas dessas sequencias sinal ja foram de- 
terminadas. 0 lado carboxil de uma sequencia sinal e defini- 
do por um sitio de clivagem, no qual a protease age 
removendo a sequencia depois que a proteina tenha sido 
importada para o RE. As sequencias sinal variam em com- 



primento de 13 a 36 residues de aminoacidos, mas todas 
elas tern as seguintes caracteristicas: (1) entre 10 e 15 resi¬ 
dues de aminoacidos hidrofobicos; (2) um ou mais residues 
carregados positivamente, geralmente proximos a extremi- 
dade amino e que precede a sequencia hidrofobica, e (3) 
uma sequencia curta na extremidade carboxil (proxima do 
sitio de clivagem) que e relativamente polar, possuindo ge¬ 
ralmente residues de aminoacidos com cadeias laterals cur- 
tas (principalmente Ala) nas posigoes mais proximas ao si¬ 
tio de clivagem. 

Como demonstrado origi- 
nalmente por George Palade, 
proteinas contendo essas se¬ 
quencias sinal sao sintetizadas 
nos ribossomos aderidos ao RE. 

A propria sequencia sinal ajuda 
a direcionar o ribossomo ao RE, 
como ilustrado nas etapas O 
a 0 da Figura 27-38. O A via 
de enderegamento comega com 
o inicio da sintese proteica nos 
ribossomos livres. 0 A sequen¬ 
cia sinal aparece logo no inicio 
do processo de sintese, pels esta Palade, 1912-2008 

na extremidade amino, a qual, como foi visto, e sintetizada 
primeiro. 0 A medida que vai emergindo do ribossomo, a 
sequencia sinal - e o proprio ribossomo - liga-se a parti- 
cula de reconhecimento de sinal (SRP); a SRP entao 
se liga ao GTP e suspende o alongamento do polipeptideo 
quando esse tiver alcangado um tamanho aproximado de 
70 aminoacidos e a sequencia sinal tiver emergido comple- 
tamente do ribossomo. O A SRP ligada ao GTP direciona 
entao o ribossomo (ainda ligado ao mRNA) e o polipeptideo 
incompleto para receptores de SRP ligada a GTP, presentes 
no lado citosolico do RE; o polipeptideo nascente e leva- 
do para o complexo de translocagao de peptideos no 
RE, o qual pode interagir diretamente com o ribossomo. © 
Ocorre a dissociagao da SRP do ribossomo, acompanhada 
da hidrolise de GTP, tanto na SRP como no receptor de SRP. 
© 0 alongamento do polipeptideo agora continua, com o 
complexo de translocagao promovido por ATP levando o 
polipeptideo nascente para dentro do lumen do RE ate que 
toda a proteina tenha sido sintetizada. © A sequencia sinal 
e removida por uma peptidase de sinal dentro do lumen do 
RE; 0 o ribossomo se dissocia e 0 e reciclado. 



Virus A da 
influenza humana 


sitio de 
clivagem 

I. 


I Met I Lys |Ala| Lys |Leu Leu Val Leu Leu Ty Ala Phe Val Ala| Gly Asp Gin 


Pre-pro-insulina 

hunnana 


Met Ala Leu Trp Met Arg Leu Leu Pro Leu Leu Ala Leu Leu Ala Leu Trp Gly Pro Asp Pro Ala Ala Ala Phe Val - 


Hornnonio de 

bcDvinio Met Ala Ala Gly Pro Arg Thr Ser Leu Leu Leu Ala Phe Ala Leu Leu Cys Leu Pro Trp Thr Gin Val Val Gly^ Ala Phe - 


Pronnelitina 
da abelha 


Met Lys Phe Leu Val |Asn Val Ala Leu Val Phe Met Val Val Ty He Ser Tyr He Tyr Ala Ala Pro 


Proteina da 
cola de Drosophila 


Met Lys |Leu Leu Val Val Ala Val He Ala Cip Met Leu He G|f Phe Ala| Asp Pro Ala Ser Gly Cys Lys 


FIGURA 27-37 Sequencias sinal aminoterminais de algumas pro- duos basicos (enn azul). Observe os residuos polares e com cadeias laterals 
temas eucarioticas que direcionam seu transporte para dentro do curtas logo antes (a esquerda) do sitio de clivagem (indicado por setas cor- 
RE. 0 nucleo hidrofobico (em amarelo) e precedido por um ou mais resi- -de-rosa). 
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FIGURA 27-38 Endere^amento das protemas eucarioticas com os 
sinais apropriados para o retkulo endoplasmatico. Esse processo 
envolve o cicio da SRR bem como o transpose e a clivagem do polipep- 
tideo nascente. As etapas estao descritas no texto. A SRP e urn complexo 
em forma de bastao que contem urn RNA de 300 nucleotideos (7SL-RNA) e 
seis proteinas diferentes (massa combinada de 325.000). Uma das subu- 


nidades proteicas da SRP se liga diretamente a sequencia sinal, inibindo o 
alongamento por meio do bloqueio espacial da entrada de aminoacil-tRNA 
e inibindo a peptidil-transferase. Outra subunidade da proteina se liga ao 
GTP, hidrolisando-o. 0 receptor da SRP e urn heterodimero de subunidades 
a (M^ 69.000) e jS (M^ 30.000), ambas as quais se ligam a multiplas moleculas 
de GTP, hidrolisando-as durante o processo. 


A glicosila^ao tern urn papel-chave no endere^amento 
de proteinas 

No lumen do RE, as protemas recem-sintetizadas sao adi- 
cionalmente modificadas de varias maneiras. Apos a remo- 
gao das sequencias sinal, os polipeptideos sao dobrados, 
as pontes dissulfeto sao formadas, e muitas protemas sao 
glicosiladas para formar glicoprotemas. Em muitas glico- 
protemas, a ligagao aos seus oligossacarideos se da por 
meio de residues de Asn. Existem diversos oligossacarideos 
Af-ligados (Capitulo 7), mas as vias pelas quais eles sao for- 
mados apresentam uma primeira etapa em comum. Um 
oligossacarideo central de 14 residues e formado passo a 
passo e depois transferido de uma molecula de dolicolfosfa- 
to doadora para determinados residues de Asn na proteina 
(Figura 27-39). A transferase fica na face luminal do RE 
e, portanto, nao e capaz de catalisar a glicosilagao de pro¬ 
teinas citosolicas. Apos a transferencia, o oligossacarideo 
central sofre clivagens e ajustes, que variam nas diferentes 
proteinas, mas todos os oligossacarideos Af-ligados man- 
tem como cerne um pentassacarideo derivado do oligossa¬ 
carideo original de 14 residues. Varies antibioticos agem 
interferindo em uma ou mais etapas desse processo e tern 
ajudado a elucidar os passes da glicosilagao de proteinas. 
0 mais bem caracterizado e a tunicamicina, que imita a 
estrutura da UDP-Af-acetilglicosamina e bloqueia a primeira 
etapa do processo (Figura 27.39, etapa O). Algumas protei¬ 
nas sao 0-glicosiladas no RE, mas a maioria das 0-glicosila- 


goes ocorre no aparelho de Golgi ou no citosol (no case das 
proteinas que nao entram no RE). 



(n = 8-11) 


Uracila 
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FIGURA 27-39 Smtese do oligossacarideo central das glicoprotef- 
nas. 0 oligossacarideo central e construido pela adigao sucessiva de unida- 
des de monossacarideos. 0 , 0 As primeiras etapas ocorrem na face citosoli- 
ca do RE. @ A translocapao move o oligossacarideo ainda incompleto atraves 
da membrana (mecanismo nao mostrado), e O a formagao do oligossa¬ 
carideo complete ocorre dentro do lumen do RE. Os precursores que for- 
necem residuos adicionais de manose e de glicose ao oligossacarideo em 
formagao no lumen sao derivados do dolicol-fosfato. Na primeira etapa de 
montagem da porgao de oligossacarideo A/-ligado de uma glicoproteina, 

As protemas adequadamente modificadas podem, entao, 
ser transportadas para varios destinos na celula. As protemas 
vao do RE para o aparelho de Golgi dentro de vesiculas de 
transporte (Figura 27-40). No aparelho de Golgi, oligossa- 
carideos sao 0-ligados a algumas protemas, e oligossacarideos 
Af-ligados sao modificados. Via mecanismos ainda pouco co- 
nhecidos, o aparelho de Golgi tambem seleciona protemas, 
enviando-as para sens destinos finais. Os processos por meio 
dos quais as protemas que serao secretadas sao segregadas 
daquelas direcionadas para a membrana plasmatica on para 
os lisossomos precisam distiguir essas protemas com base em 
caractensticas estruturais que nao sejam as sequencias sinal, 
pois essas foram removidas no lumen do RE. 

Esse processo de selegao e mais bem compreendido no 
caso das hidrolases, cujo destino e serem transportadas aos 
lisossomos. Quando chega uma hidrolase (que e uma glico- 
proteina) no aparelho de Golgi, uma caracteristica ainda nao 
determinada (as vezes chamada de fragmento sinal) da es- 
trutura tridimensional da hidrolase e reconhecida por uma 
fosfotransferase, a qual fosforila certos residuos de manose 
do oligossacarideo (Figura 27-41). A presenga de um on 
mais residuos de manose 6-fosfato no sen oligossacarideo N- 
-ligado e o sinal estrutural que direciona uma proteina para 
os lisossomos. Uma proteina receptora na membrana do apa- 


©, 0 o oligossacarideo central e transferido do dolicol-fosfato para um re- 
siduo de Asn da proteina dentro do lumen do RE. 0 oligossacarideo central 
e novamente modificado no RE e no aparelho de Golgi, por meio de vias 
que variam para diferentes proteinas. Os cinco residuos de agucar mostrados 
cercados por uma marcagao em bege (apos a etapa ©) sao mantidos na es- 
trutura final de todos os oligossacarideos A/-ligados. 0 0 dolicol-pirofosfato 
liberado e novamente translocado, de forma que o pirofosfato fica no lado 
citosolico do RE, e entao 0 um fosfato e removido hidroliticamente para re- 
generar o dolicol-fosfato. 

relho de Golgi reconhece o sinal de manose 6-fosfato e liga a 
hidrolase assim marcada. Vesiculas contendo esses comple¬ 
xes de receptor-hidrolase brotam da porgao trans do apare¬ 
lho de Golgi e vao ate vesiculas de selegao. Nessas vesiculas 
de selegao, o complexo receptor-hidrolase se dissocia por 
meio de um processo que e facilitado pelo pH mais baixo da 
vesicula e pela remogao, catalisada por uma fosfatase, dos 
grupos fosfato dos residuos de manose 6-fosfato. 0 recep¬ 
tor e entao reciclado para o aparelho de Golgi, e as vesiculas 
contendo as hidrolases brotam das vesiculas de selegao e se 
dirigem aos lisossomos. Em celulas tratadas com tunicamici- 
na (Figura 27-39, etapa O), as hidrolases que deveriam ser 
direcionadas aos lisossomos sao secretadas, confirmando 
que 0 oligossacarideo Af-ligado exerce papel-chave no ende- 
regamento dessas enzimas para os lisossomos. 

As vias que direcionam as proteinas para mitocondrias 
e cloroplastos tambem se baseiam em sequencias sinal ami- 
noterminais. Apesar de mitocondrias e cloroplastos conte- 
rem DNA, a maioria das suas proteinas e codificada pelo 
DNA nuclear e deve ser direcionada as devidas organelas. 
No entanto, diferentemente de outras vias de enderega- 
mento, no caso das vias para mitocondrias e cloroplastos, 
essas iniciam somente depois que a proteina precursora 
tenha sido completamente sintetizada e liberada dos ribos- 
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FIGURA 27-40 Via adotada pelas protemas com destino aos Msosso- 
mos, a membrana plasmatica ou a secre^ao. As proteinas sao transporta- 
das do RE para a porgao c/s do aparelho de Golgi dentro de vesiculas de trans- 
porte. A selepao ocorre prindpalmente no lado trans do aparelho de Golgi. 

somos. As protemas precursoras destinadas a mitocondrias 
ou cloroplastos sao ligadas por protemas citosolicas da fa- 
mflia das chaperonas e levadas ate receptores presentes na 
superficie externa da organela de destino. Mecanismos de 
translocagao especializados transportam entao a protema 
ate sen destino final na organela e, apos essa etapa, a se- 
quencia sinalizadora e removida. 

As sequencias sinal para o transporte nuclear 
nao sao clivadas 

A comunicagao molecular entre o nucleo e o citosol requer 
o movimento de macromoleculas atraves de poros na mem¬ 
brana nuclear. As moleculas de RNA sintetizadas no nucleo 
sao exportadas para o citosol. Protemas ribossomais sinte¬ 
tizadas em ribossomos citosolicos sao importadas para o 
nucleo e montadas para formar as subunidades 60S e 40S 
dos ribossomos no nucleolo; as subunidades completas 
sao exportadas de volta para o citosol. Diversas protemas 
nucleares (RNA e DNA-polimerases, histonas, topoisome- 



CH3 

UDP /V-acetilglicosamina 
(UDP-GIcNAc) 


A/-acetilglicosamina- 

-fosfotransferase 


UMP, 



FIGURA 27-41 Fosforila^ao de residues de manose nas en- 
zimas direcionadas aos lisossomos. A /V-acetilglicosamina-fos- 
fotransferase reconhece alguma caracteristica (ainda nao determi- 
nada) das hidrolases que sao destinadas aos lisossomos. 
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rases, protemas que regulam a expressao genica e assim 
por diante) sao sintetizadas no citosol e importadas para o 
nucleo. Esse trafego e modulado por um complexo sistema 
que envolve sinais moleculares e protemas de transporte, o 
qual vem sendo aos poucos elucidado. 

Na maioria dos eucariotos multicelulares, o envelope 
nuclear e rompido a cada divisao celular; quando a divisao 
termina e o envelope e restabelecido, as protemas nuclea- 
res que haviam se dispersado precisam ser novamente im¬ 
portadas para o nucleo. A fim de permitir essa importagao 
repetidas vezes, a sequencia sinal que direciona uma pro- 
teina para o nucleo - a sequencia de localizagao nuclear 
(NLS) - nao e removida depois que a protema atinge seu 
destine. Uma NLS, ao contrario de outras sequencias sinal, 
pode estar localizada praticamente em qualquer regiao da 
sequencia primaria da protema. As NLS podem variar con- 
sideravelmente, mas muitas consistem em quatro a oito 
residues de aminoacidos e incluem varies residues basicos 
(Arg ou Lys) consecutivos. 


A importagao nuclear e mediada por varias proteinas 
que circulam entre o citosol e o nucleo (Figura 27-42), 
incluindo importina a e (5 e uma pequena GTPase conhe- 
cida como Ran (proteina nuclear relacionada a Ras ). Um 
heterodimero de importina o: e /3 funciona como um re¬ 
ceptor soluvel para proteinas direcionadas ao nucleo, com 
a subunidade cx ligando-se a proteinas que tern NLS no 
citosol. 0 complexo da importina com a proteina que tern 
NLS aporta em um poro nuclear e e transportado atraves 
do poro por um mecanismo dependente de energia. No 
nucleo, a importina j8 e ligada a Ran GTPase, liberando 
a importina j8 da proteina importada. A importina a e li¬ 
gada a Ran e a CAS (proteina celular de suscetibilidade 
a apoptose) e e separada da proteina que tern NLS. As 
importinas a e complexadas com Ran e CAS, sao en- 
tao exportadas do nucleo. A Ran hidrolisa GTP no citosol 
para liberar as importinas, as quais ficam entao livres para 
iniciar um novo ciclo de importagao. A propria Ran e reci- 
clada de volta para o nucleo pela ligagao da Ran-GDP ao 



FIGURA 27-42 Endere^amento de protemas nucleares. (a) O Uma 

proteina com um sinal de localizapao nuclear (NLS) apropriado e ligada a um 
complexo de importina a e jS. 0 0 complexo resultante se liga a um poro 
nuclear e e translocado. 0 Dentro do nucleo, a dissociapao da importina p 
e favorecida pela ligapao da Ran-GTP. O A importina a se liga a Ran-GTP e 
a CAS (proteina celular de sucetibilidade a apoptose), liberando a proteina 
nuclear. © As importinas a e p e a CAS sao transportadas para fora do nucleo 
e entao recicladas. Bias sao liberadas no citosol quando a Ran hidrolisa o seu 


GTP ligado. © A Ran-GDP se liga ao NFT2 e e transportada de volta para o 
nucleo. O A RanGEF favorece a troca de GDP por GTP no nucleo, e a Ran-GTP 
fica pronta para processar outro complexo de proteina e importina conten- 
do NLS. (b) Micrografia eletronica de varredura da superficie do envelope 
nuclear, mostrando varies poros nucleares. 0 complexo do poro nuclear e 
um dos maiores agregados proteicos presentes na celula (M^ ~ 5 x 1 o). Ele e 
formado por multiplas copias de mais de 30 proteinas diferentes. 
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FIGURA 27-43 Sequencias sinal que direcionam as protemas a dife- 
rentes locals nas bacterias. Aminoacidos basicos (em azul) proximos a 
extremidade amino e aminoacidos hidrofobicos do cerne (em amarelo) es- 
tao destacados. Os sitios de clivagem que marcam o final das sequencias 
sinal estao indicados por setas cor-de-rosa. Observe que a membrana celular 


interna das bacterias (ver Figura 1-6) e onde o DNA e as protemas de enve¬ 
lope de fagos fd sao montadas para formar as particulas virais. A OmpA e 
a proteina A da membrana externa; a LamB e uma proteina da superficie 
celular receptora do fago A. 


fator 2 de transporte nuclear (NTF2). Dentro do nucleo, 
o GDP ligado a Ran e substitmdo por GTP pela agao do fa- 
tor de troca Ran-nucleotideo da guanosina (RanGEF; ver 
Quadro 12-2). 

As bacterias tambem usam sequencias sinal para o 
endere^amento das protemas 

As bacterias sao capazes de direcionar protemas para a 
membrana interna on externa, para o espago periplasmico 
entre essas membranas, on para o meio extracelular. Elas 
usam sequencias sinal presentes na extremidade amino das 
protemas (Figura 27-43), de modo semelhante aquelas 
das protemas eucarioticas que sao direcionadas ao RE, as 
mitocondrias e aos cloroplastos. 


A maioria das protemas exportadas de E. coli fazem 
uso da via mostrada na Figura 27-44. Apos a tradugao, 
uma proteina a ser exportada se dobra de forma mais 
lenta, pois a sequencia sinal aminoterminal impede o seu 
enovelamento. A proteina chaperona soluvel SecB se liga 
a sequencia sinal da proteina ou a outras partes da sua 
estrutura na proteina ainda parcialmente dobrada. A pro¬ 
teina ligada e entao levada a SecA, proteina associada a 
superficie interna da membrana plasmatica. A SecA atua 
tanto como receptor quanto como ATPase de transpor¬ 
te. Quando liberada da SecB e ligada a SecA, a proteina 
e levada para um complexo de transporte na membrana, 
constituido de SecY, E e G, e e transportada, em etapas, 
atraves da membrana no complexo SecYEG, sendo que em 
cada etapa passam cerca de 20 residues de aminoacidos. 



Espa^o 

periplasmico 


FIGURA 27-44 Modelo para a exporta^ao de protei- 
nasem bacterias. O Um polipeptideo recem-traduzi- 
do se liga a proteina chaperona citosolica SecB, a qual 0 
o leva ate a SecA, uma proteina associada ao complexo 
de transporte (SecYEG) na membrana celular bacteriana. 
@ A SecB e liberada, e a SecA se insere na membrana, for- 
qando a passagem de cerca de 20 residues de aminoaci¬ 
dos da proteina a ser exportada por meio do complexo 
de transporte. O A hidrolise de um ATP pela SecA fornece 
a energia para que ocorra uma mudanqa conformacio- 
nal, a qual faz a SecA se soltar da membrana, liberando o 
polipeptideo. © A SecA liga outro ATP, e o proximo seg- 
mento de 20 residues de aminoacidos e empurrado por 
meio do complexo de transporte presente na membra¬ 
na. As etapas O e © sao repetidas ate que © toda a pro¬ 
teina tenha passado atraves da membrana, sendo libera¬ 
da no periplasma. 0 potencial eletroquimico dentro da 
membrana (definido como + e -) tambem fornece parte 
da energia necessaria para o transporte das proteinas. 
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Endocitose Endocitose 

dependente dependente 

declatrina decaveolina 



Vias independentes de 
clatrina e de caveolina 



FIGURA 27-45 Resumo das vias endoci- 
ticas em ceiufas eucarioticas. As vias de- 
pendentes de clatrina e de caveolina fazem 
uso da GTPase dinamina para desprender as 
vesiculas da membrana plasmatica. Algu- 
mas vias nao utilizam clatrina nem caveoli¬ 
na; algumas delas fazem uso da dinamina, 
enquanto outras nao. 


Endossomo primario 


Cada etapa e facilitada pela hidrolise de ATP, catalisada 
pela SecA. 

Uma protema exportada e, assim, empurrada atraves 
da membrana per uma protema SecA localizada na super- 
ficie citoplasmatica, e nao puxada pela membrana por uma 
protema localizada na superficie periplasmica. Tal diferen- 
ga pode simplesmente refletir a necessidade de a ATPase 
estar onde esta o ATP 0 potencial eletroqmmico atraves 
da membrana tambem fornece energia para o transporte da 
protema, por meio de um mecanismo ainda desconhecido. 

Apesar de a maioria das protemas bacterianas exporta- 
das utilizar essa via, algumas seguem uma via alternativa 
que utiliza o reconhecimento de sinais e protemas recep- 
toras homologas aos componentes da SRP e do receptor de 
SRP eucarioticos (Figura 27-38). 

As celulas importam protemas por meio de endocitose 
mediada por receptor 

Algumas protemas sao importadas do meio externo para 
dentro das celulas eucarioticas; exemplos sao a lipoproteina 
de baixa densidade (LDL), a protema carreadora de ferro 
transferrina, hormonios peptidicos e protemas circulantes 
destinadas a degradagao. Existem varias vias de importagao 
(Figura 27-45). Em uma das vias, as protemas se ligam a 
receptores em invaginagoes da membrana denominadas de- 
pressoes revestidas, nas quais existe uma concentragao 
preferencial de receptores endociticos em relagao a outras 
protemas de superficie celular. As depressoes sao revestidas, 
no lado citosolico, por uma rede formada pela protema cla¬ 
trina, a qual forma estruturas poliedricas fechadas (Figura 
27-46). A rede de clatrina aumenta a medida que mais re¬ 
ceptores vao sendo ocupados pelas proteinas-alvo. Por fim, 
uma vesicula endocitica completa ainda ligada a membrana 
se solta da membrana plasmatica com ajuda da dinamina, 
uma GTPase grande, e entra no citoplasma. A clatrina e ra- 
pidamente removida por enzimas removedoras de revesti- 
mento, e a vesicula se funde a um endossomo. A atividade 
ATPasica nas membranas reduz o pH interno do endossomo, 
facilitando a dissociagao dos receptores de suas proteinas- 
-alvo. Em uma via relacionada, a caveolina causa a invagi- 





FIGURA 27-46 Clatrina. (a) Tres cadeias leves (L) (M^ 35.000) e tres cadeias 
pesadas (H) (M^ 180.000) da unidade de clatrina (HL) 3 , organizadas em uma es- 
trutura de tres pernas chamada de triscele. (b) Os trisceles tendem a se agrupar 
formando redes poliedricas. (c) Micrografia eletronica de uma depressao reves- 
tida presente na face citosolica da membrana plasmatica de um fibroblasto. 


nagao de segmentos da membrana contendo balsas lipidicas 
associadas a certos tipos de receptores (ver Figura 11-22). 
Essas vesiculas endociticas se fundem entao com estrutu¬ 
ras internas contendo caveolina, chamadas de caveossomos, 
nos quais as moleculas internalizadas sao selecionadas e re- 
direcionadas para outras partes da celula, e as caveolinas sao 
preparadas para serem recicladas para a superficie da mem¬ 
brana. Tambem existem vias independentes de clatrina e de 
caveolina; algumas fazem uso da dinamina, e outras nao. 
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As protemas e os receptores importados seguem entao 
seus caminhos separados, e seus destinos variam conforme 
o tipo de celula e de protema. A transferrina e seu receptor 
sao, no fim, reciclados. Alguns hormonios, fatores de cres- 
cimento e complexes do sistema imune, apos induzirem a 
resposta celular apropriada, sao degradados juntamente 
com seus receptores. A LDL e degradada depois que o co- 
lesterol associado a ela tenha side levado ate seu destine, 
mas o receptor de LDL e reciclado (ver Figura 21-41). 

A endocitose mediada per receptor e utilizada por algu- 
mas toxinas e por alguns virus para a entrada nas celulas. 
0 virus da influenza, a toxina difterica e a toxina da colera 
entram na celula desta maneira. 

A degrada^ao de protemas e mediada por sistemas 
especializados em todas as celulas 

A degradagao de proteinas evita o acumulo de proteinas 
anormais ou nao desejaveis e permite a reciclagem dos ami- 
noacidos. A meia-vida das proteinas eucarioticas varia de 
30 segundos ate muitos dias. Muitas proteinas apresentam 
uma taxa de renovagao rapida, se for considerado o tempo 
de vida de uma celula, embora umas poucas (como a he- 
moglobina) possam durar por toda a vida da celula (cerca 
de 110 dias no case de um eritrocito). As proteinas rapida- 
mente degradadas incluem aquelas que sao defeituosas em 
virtude da insergao de aminoacidos errados ou em virtude 
de danos acumulados durante o funcionamento normal. As 
enzimas que atuam em pontos-chave da regulagao de vias 
metabolicas geralmente apresentam uma rapida renovagao. 

As proteinas defeituosas e aquelas com meia-vida ca- 
racteristicamente curta em geral sao degradadas tanto nas 
celulas bacterianas como nas eucarioticas por sistemas ci- 
tosolicos seletivos dependentes de ATP. Um segundo siste¬ 
ma, que opera nos lisossomos das celulas de vertebrados, 
recicla os aminoacidos das proteinas de membrana, das 
proteinas extracelulares e das proteinas de meia-vida ca- 
racteristicamente longa. 

Em E. coll, muitas proteinas sao degradadas por uma 
protease dependente de ATP denominada Lon (o nome se 
refere a “forma longa” das proteinas, que somente e obser- 
vada quando essa protease esta ausente). Essa protease e 
ativada na presenga de proteinas defeituosas ou de protei¬ 
nas destinadas a uma rapida rotatividade; duas moleculas 
de ATP sao hidrolisadas para cada ligagao peptidica clivada. 
Ainda nao esta claro qual e o exato papel dessa hidrolise de 
ATP. Uma vez que a proteina tenha sido reduzida a peque- 
nos peptideos inativos, outras proteases independentes de 
ATP completam o processo de degradagao. 

A via dependente de ATP em celulas eucarioticas e 
um tanto diferente, envolvendo a proteina ubiquitina, a 
qual, como o nome sugere, esta presente em todos os rei- 
nos eucarioticos. Sendo uma das proteinas mais altamente 
conservadas que se conhece, a ubiquitina (composta por 
76 residuos de aminoacidos) e essencialmente identica em 
organismos muito diferentes, como, por exemplo, em le- 
veduras e humanos. A ubiquitina e ligada covalentemente 
a proteinas destinadas a destruigao por meio de uma via 
dependente de ATP, que envolve tres tipos diferentes de 
enzimas, denominadas enzimas ativadoras El, enzimas con- 
jugadoras E2 e ligases E3 (Figura 27-47). 




O 



Ciclos repetidos 
levam a ligagao de 
ubiquitinas adicionais 


FIGURA 27-47 Via em tres etapas por meio da qual a ubiquitina e 
ligada a uma protema. Dois intermediarios diferentes de enzima-ubi- 
quitina estao envolvidos. 0 grupo carboxila livre do residue de Gly da ex- 
tremidade carboxil da ubiquitina liga-se primeiro a uma enzima ativadora 
da classe El por meio de um tioester. A ubiquitina e entao transferida para 
uma enzima conjugadora E2. Uma ligase E3 finalmente catalisa a transfe- 
rencia da ubiquitina da E2 para o alvo, ligando a ubiquitina, por meio de 
uma ligagao amida (isopeptidica), a um grupo £r-amino de um residue de 
Lys da proteina-alvo. Ciclos adicionais produzem poliubiquitina, polime- 
ro covalente composto por subunidades de ubiquitina que direcionam a 
proteina ligada para que essa seja destruida nos eucariotos. Multiplas vias 
desse tipo, com diferentes alvos das proteinas, estao presentes na maioria 
das celulas eucarioticas. 


As protemas ubiquitinadas sao degradadas por um gran¬ 
de complexo conhecido como proteassomo 26S (M^ 2,5 X 
10®) (Figura 27-48). 0 proteassomo eucariotico consiste 
em duas copias, cada uma de, no minirno, 32 subunidades 
diferentes, a maioria das quais e altamente conservada, de 
leveduras ate humanos. 0 proteassomo contem dois tipos 
principais de subcomplexos, uma particula central em for¬ 
ma de barril e particulas reguladoras em cada lado do bar- 
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> central 
20S 


(a) 


(b) 


FIGURA 27-48 Estrutura tridimensional do proteassomo eucarioti- 

co. 0 proteassomo 26S e altamente conservado em todos os eucariotos. 
As duas subconstrupoes sao a particula central de 20S e a particula regu- 
ladora de 19S, ou quepe. (a) (PDB ID 3L5Q) A particula central consiste em 
quatro aneis, organizados de maneira a formar uma estrutura semelhante a 
urn barril. Cada urn dos aneis internes tern sete subunidades jS diferentes 
(marrom-escuro), tres das quais tern atividade proteasica. Cada anel externo 
tern sete subunidades a diferentes (marrom-claro). (b) Uma particula regu- 
ladora forma urn quepe em cada uma das extremidades da particula central 
(cinza). (a). A particula reguladora liga-se a poteinas ubiquitinadas, desdobra- 
-as e as transloca para dentro da particula central, onde elas sao degradadas 
a peptideos de 3 a 25 aminoacidos 


ril. A particula central de 20S consiste em quatro aneis; os 
aneis externos sao formados por sete subunidades a, e os 
internos por sete subunidades /3. Tres das sete subunida¬ 
des em cada anel j8 apresentam atividade proteasica, cada 
uma com diferentes especificidades de substrate. Os aneis 
empilhados da particula central formam a estrutura seme¬ 
lhante a um barril dentro da qual as proteinas-alvo sao de¬ 
gradadas. A particula reguladora 19S de cada extremidade 
da particula central contem aproximadamente 18 subu¬ 
nidades, incluindo algumas que reconhecem e se ligam a 
proteinas ubiquitinadas. Seis das subunidades sao AAA+ 
ATPases (ver Capitulo 25), que provavelmente funcionam 
desdobrando as proteinas ubiquitinadas e transportando o 
polipeptideo desdobrado para dentro da particula central, 
para que ocorra a degradagao do mesmo. A particula 19S 
tambem desubiquitina as proteinas a medida que essas vao 
sendo degradadas no proteassomo. A maioria das celulas 
tern complexes de regulagao adicionais que podem subs- 
tituir a particula 19S. Esses reguladores alternatives nao 
hidrolisam ATP e nao ligam ubiquitina, mas sao importan- 
tes para a degradagao de proteinas celulares especificas. 0 
proteassomo 26S pode ser efetivamente “assessorado”, com 
complexes de regulagao que mudam conforme mudam as 
condigoes na celula. 

Nem todos os sinais que desencadeiam a ubiquitinagao 
sao bem compreendidos ainda. Apesar disso, um sinal sim¬ 
ples foi encontrado. Para muitas proteinas, a identidade do 
primeiro residue que permanece apos a remogao do residue 
Met aminoterminal, e qualquer outro processamento pro- 


teolitico pos-traducional da extremidade aminoterminal, 
apresenta grande influencia na meia-vida (Tabela 27-9). 
Esses sinais aminoterminais foram conservados ao longo de 
bilhoes de anos de evolugao e sao os mesmos nos sistemas 
de degradagao de proteinas em bacterias e na via de ubi¬ 
quitinagao em humanos. Sinais mais complexes, como a se- 
quencia de destruigao discutida no Capitulo 12 (ver Figura 
12-47), tambem vem sendo identificados. 

A proteolise dependente de ubiquitina e importante 
tanto para a regulagao de processes celulares como para a 
eliminagao de proteinas defeituosas. Muitas proteinas so- 
licitadas em apenas um estagio do ciclo de uma celula eu- 
cariotica sao rapidamente degradadas pela via dependente 
de ubiquitina apos completarem sua fungao. A destruigao 
da ciclina dependente de ubiquitina e crucial para a regu¬ 
lagao do ciclo celular (ver Figura 12-47). Os componentes 
El, E2 e E3 da via de ubiquitinagao (Figura 27-47) sao, na 
verdade, grandes familias de proteinas. Enzimas El, E2 e 
E3 diferentes apresentam especificidades diferentes para 
proteinas-alvo e, portanto, regulam processos celulares di¬ 
ferentes. Algumas dessas enzimas ficam muito concentra- 
das em determinados compartimentos celulares, refletindo 
uma fungao especializada. 

Nao e de surpreender que defeitos na via de ubiquitina¬ 
gao tenham implicagao em uma variedade de estados 


patologicos. A incapacidade de degradar algumas proteinas 
que ativam a divisao celular (produtos de oncogenes) pode 
levar a formagao de tumores, enquanto o mesmo efeito pode 
ser causado por uma degradagao muito rapida de proteinas 
que atuam como supressores tumorais. A degradagao nao 
eficiente ou muito rapida de proteinas celulares tambem pa- 
rece desempenhar um papel em uma variedade de outras 
condigoes: doengas renais, asma, doengas neurodegenerati- 
vas como Alzheimer e Parkinson (associadas a formagao de 
estruturas proteinaceas caracteristicas nos neuronios), fi¬ 
brose cistica (causada, em alguns cases, por uma degradagao 
muito rapida de um canal de cloreto, resultando em sua per- 
da de fungao; ver Quadro 11-2), sindrome de Liddle (na qual 


TABELA 27-9 


Relates entre a meia-vida de uma protema e o residue de 
aminokido da sua extremidade amino 


Residuo aminoterminal 

Meia-vida^ 

Estabilizadores 

Ala, Gly, Met, Ser, Thr, Val 

>20 h 

Desestabilizadores 

Gin, lie 

—30 min 

Glu,Tyr 

— 10 min 

Pro 

—7 min 

Asp, Leu, Lys, Phe 

—3 min 

Arg 

—2 min 


Fonte: Modificado de Bachmair, A., Finley, D., Varshavsky, A. (1986) In vivo half- 
-life of a protein is a function of its aminoterminal residue. Science 234, 179-186. 
*As meias-vidas foram medidas em leveduras para a protema j8-galactosidase, 
que foi modificada de forma a possuir um residuo aminoterminal diferente em 
cada expertmento. As meias-vidas variam para diferentes proteinas e em diferen¬ 
tes organismos, mas esse padrao geral parece manter-se em todos os organismos. 
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aminoacil-tRNA 1104 
aminoacil-tRNA-sintase 

1104 

tradu^ao 1104 

codon 1104 

fase de leitura 1105 


codon de inicia^ao 1107 
codons de termina^ao 

1107 

fase de leitnra aberta 
(ORF) 1107 
anticodon 1109 


hipotese da 
oscila^ao 1110 
mndan^a de fase de 
leitnra de tradn^ao 

nil 

edi^ao do RNA 1111 

iniciagao 1127 

seqnencia de 
Shine-Dalgarno 1127 
sitio aminoacil (A) 1128 

sitio peptidil (P) 1128 

sitio de saida (E) 1128 

complexo de 
iniciagao 1128 
alongamento 1129 
fatores de alongamento 
1129 

peptidil-transferase 1132 
translocagao 1132 
terminagao 1134 

fatores de liberagao 

1134 

snpressor sem sentido 

1134 


Leituras adicionais 


polissomo 1135 
modificagao 
pos-tradncional 1136 
pnr omicina 1138 
tetraciclina 1138 
cloranfenicol 1138 
cicloexknida 1138 
estreptomicina 1138 
toxina dift erica 1139 
ricina 1139 
seqnencia sinal 1140 
particula de reconheclmento 
de sinal (SRP) 1140 
complexo de translocagao de 
peptideos 1140 
tunicamicina 1141 
seqnencia de localizagao 
nuclear (NLS) 1144 
depressoes revestidas 1146 
clatrina 1146 
dinamina 1146 
nbiqnitina 1147 
proteassomo 1147 


um canal de sodio no rim nao e degradado, levando a absor- 
gao de Na^ em excesso e a um inicio precoce de hiperten- 
sao) - e muitas outras doengas. Farmacos desenvolvidos 
para inibir a fungao proteassomica estao sendo utilizados 
como tratamentos potenciais para algumas dessas condi- 
goes. Em um ambiente metabolico que sofre constantes mu- 
dangas, a degradagao de proteinas e tao importante para a 
sobrevivencia de uma celula quanto a sintese proteica, e 
muito ainda esta por ser descoberto a respeito dessas inte- 
ressantes vias. ■ 

RESUMO 27.3 Enderegamento e degradagao das proteinas 

► Apos serem sintetizadas, muitas proteinas sao direcio- 
nadas para locais especificos na celula. Um dos mecanis- 
mos de enderegamento envolve uma sequencia peptidi- 
ca sinalizadora, geralmente encontrada na extremidade 
amino de uma proteina recem-sintetizada. 

► Nas celulas eucarioticas, uma classe de sequencias sinal 
e reconhecida pela particula de reconheclmento de si¬ 
nal (SRP), a qual se liga a sequencia sinal logo que essa 
aparece no ribossomo e transfere todo o ribossomo e 
o polipeptideo incompleto para o RE. Os polipeptide- 
os contendo essas sequencias sinal sao transportados 
para dentro do lumen do RE a medida que vao sendo 
sintetizados; no lumen, eles podem ser modificados e 
transportados para o aparelho de Golgi, para depois se¬ 
rem selecionados e enviados para os lisossomos, para a 
membrana plasmatica ou para vesiculas de transporte. 

► As proteinas direcionadas para mitocondrias e cloro- 
plastos nas celulas eucarioticas e aquelas destinadas 
para exportagao nas bacterias tambem fazem uso de 
uma sequencia sinal aminoterminal. 

► As proteinas direcionadas para o nucleo tern uma se¬ 
quencia sinal interna que, diferentemente de outras 
sequencias sinal, nao e clivada apos o enderegamento 
adequado da proteina. 

► Algumas celulas eucarioticas importam proteinas por 
meio de endocitose mediada por receptor. 

► Todas as celulas no final degradam proteinas utilizando 
sistemas proteoliticos especializados. As proteinas de- 
feituosas e aquelas destinadas a uma rapida renovagao 
sao geralmente degradadas por um sistema dependente 
de ATR Nas celulas eucarioticas, as proteinas sao, pri- 
meiramente, marcadas pela ligagao a ubiquitina, uma 
proteina altamente conservada. A proteolise dependen¬ 
te de ubiquitina e realizada pelos proteassomos - tam¬ 
bem altamente conservados - e e crucial para a regula- 
gao de muitos processes celulares. 
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Problemas 

1. Tradu^ao do RNA mensageiro Quais seriam as sequen- 
cias de aminoacidos dos peptideos formados pelos ribossomos 
em resposta as seguintes sequencias de mRNA, considerando 
que a fase de leitura inicia com as tres primeiras bases em cada 
sequencia? 

(a) GGUCAGUCGCUCCUGAUU 

(b) UUGGAUGCGCCAUAAUUUGCU 

(c) CAUGAUGCCUGUUGCUAC 

(d) AUGGACGAA 

2. Quantas sequencias diferentes de mRNA podem es- 
pecificar uma sequencia de aminoacido? Escreva todas as 
sequencias possiveis de mRNA que podem codificar o simples 
segmento tripeptidico Leu-Met-Tyr. A sua resposta Ihe dara 
uma ideia sobre o mimero de possiveis mRNA capazes de codi¬ 
ficar um polipeptldeo. 

3. A sequencia de bases de um mRNA pode ser predi- 
ta a partir da sequencia de aminoacidos de sen produto 
polipeptidico? Se o quadro de leitura for especificado, uma 
dada sequencia de bases de um mRNA codificara uma - e ape- 
nas uma - sequencia de aminoacidos em um polipeptldeo. A 
partir de uma dada sequencia de residues de aminoacidos em 
uma protelna, como, por exemplo, o citocromo c, e posslvel 
predizer uma sequencia unica de bases do seu mRNA codifi- 
cante? De razoes para sua resposta. 
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4. Codifica^ao de um polipeptideo a partir de DNA fita 
dupla. A fita-molde de um segmento de DNA dupla-helice 
contem a sequencia 

(50 CTTAACACCCCTGACTTCGCGCCGTCG(30 

(a) Qual e a sequencia de bases do mRNA que pode ser 
transcrita a partir dessa fita? 

(b) Que sequencia de aminoacidos poderia ser codificada 
pelo mRNA em (a), iniciando na extremidade 5'? 

(c) Se a fita complementar (nao molde) desse DNA fosse 
transcrita e traduzida, a sequencia de aminoacidos resultante 
seria a mesma que em (b)? Explique o significado biologico da 
sua resposta. 

5. A metionina tern apenas um codon. A metionina e um 
dos dois aminoacidos com apenas um codon. Como e que o 
unico codon que codifica a metionina especifica tanto o resi- 
duo inicial como os residuos de Met internes dos polipeptideos 
sintetizados pela E. colil 

6. mRNAs sinteticos. 0 codigo genetico foi elucidado com 
polirribonucleotideos sintetizados enzimaticamente ou quimi- 
camente em laboratorio. Considerando o atual conhecimento 
sobre o codigo genetico, como voce faria um polirribonucleo- 
tideo que pudesse servir como um mRNA codificando predo- 
minantemente muitos residuos Phe e um pequeno mimero de 
residuos Leu e Ser? Que outro(s) aminoacido(s) poderia(m) 
ser codificado(s) por esse polirribonucleotideo, mas em meno- 
res quantidades? 

7. Gusto energetico da biossmtese de protemas. De¬ 
termine o minimo de energia necessMo, em termos de equiva- 
lentes de ATP utilizados, para a biossintese da cadeia de j8-glo- 
bina da hemoglobina (146 residuos), tendo como componentes 
de partida todos os aminoacidos necessarios, ATP e GTP Com¬ 
pare sua resposta com a quantidade de energia gasta para a 
biossintese de uma cadeia linear de glicogenio de 146 residuos 
de glicose unidos por ligagoes (al^d), a partir de um conjun- 
to de precursores incluindo glicose, UTP e ATP (Capitulo 15). 
Com base nos sens dados, qual e o custo extra de energia para 
se produzir uma proteina na qual todos os residuos estao orde- 
nados em uma sequencia especifica, quando comparado com o 
custo de se produzir um polissacarideo com o mesmo numero 
de residuos, mas sem o conteudo de informagao da proteina? 

Alem do custo direto de energia para a sintese de uma pro¬ 
teina, existem gastos indiretos de energia - aqueles requeridos 
para que a celula produza as enzimas necessarias para a sin¬ 
tese proteica. Compare a magnitude dos custos indiretos para 
que uma celula eucariotica realize a biossintese de cadeias de 
glicogenio lineares (a 1^4) e a biossintese de polipeptideos, 
em termos de maquinarias enzimaticas envoMdas. 

8. Pressupondo anticodons a partir de codons. A maio- 
ria dos aminoacidos tern mais de um codon e se liga a mais 
de um tRNA, cada qual com um anticodon diferente. Escreva 
todos os anticodons possiveis para os quatro codons de glicina: 
(5')GGU, GGC, GGA e GGG. 

(a) Com base na sua resposta, quais posigoes, nos antico¬ 
dons, sao as principais determinantes para a especificidade dos 
sens codons, no caso da glicina? 

(b) Qual (is) pareamento(s) codon-anticodon possui(em) 
um par de bases oscilante? 

(c) Em qual dos pareamentos codon-anticodon todas as 
tres posigoes apresentam fortes ligagoes de hidrogenio de 
Watson-Crick? 


9. Efeito das mndangas em nma unica base para a se- 
qnencia de aminoacidos. Muitas evidencias importantes 
que confirmam o codigo genetico surgiram analisando-se as 
mudangas nas sequencias de aminoacidos de proteinas mutan- 
tes apos a alteragao de uma unica base no gene que codifica 
a proteina. Quais das seguintes substituigoes de aminoacidos 
seriam consistentes com o codigo genetico no caso de as alte- 
ragoes terem sido causadas pela mudanga de uma unica base? 
Quais nao resultam de uma unica mudanga de base? Por que? 

(a) Phe^Leu (e) lle^Leu 

(b) Lys^Ala (f) His^Glu 

(c) Ala^Thr (g) Pro^Ser 

(d) Phe^Lys 

10. A resistencia do codigo genetico as mntagoes. A 

sequencia de RNA abaixo representa o inicio de uma fase de 
leitura. Que alteragoes podem ocorrer em cada posigao sem 
que haja mudanga no aminoacido codificado? 

(50 AUGAUAUUGCUAUCUUGGACU 

11. Principio da mntagao das celnlas falciformes. A he¬ 
moglobina das celulas falciformes tern um residue de Val na 
posigao 6 da cadeia da j8-globina, em vez do residue de Glu 
encontrado na hemoglobina A normal. Voce seria capaz de pre- 
dizer qual mudanga ocorreu no codon de DNA para glutamate 
que causou a substituigao do Glu pela Val? 

12. Edigao pelas aminoacil-tRNA-sintases. A isoleucil- 
-tRNA-sintase apresenta uma fungao de revisao que garante 
a fidelidade da reagao de aminoacilagao, mas a histidil-tRNA- 
-sintase nao tern essa fungao. Explique. 

13. A importancia de nm “segnndo codigo genetico”. 

Algumas aminoacil-tRNA-sintases nao reconhecem e nao se 
ligam ao anticodon de sens tRNA correspondentes, mas usam 
outras caracteristicas estruturais dos tRNA para conferir a es¬ 
pecificidade de ligagao. Os tRNA para alanina aparentemente 
se encaixam nessa categoria. 

(a) Quais caracteristicas do tRNA^^"" sao reconhecidas pela 
Ala-tRNA-sintase? 

(b) Descreva as consequencias da mutagao C^G na tercei- 
ra posigao do anticodon do tRNA^^"". 

(c) Que outros tipos de mutagao podem ter efeitos seme- 
Ihantes? 

(d) Mutagoes desses tipos nunca sao encontradas em po- 
pulagoes naturais de organismos. Por que? (Dica: considere o 
que poderia ocorrer tanto em proteinas individuais como no 
organismo como um todo.) 

14. O papel dos fatores de tradngao. Um pesquisador 
isolou variantes mutantes dos fatores de transcrigao bacteria- 
nos lF-2, EF-Tu e EF-G. Em cada caso, a mutagao permite o 
enovelamento apropriado da proteina e a ligagao de GTP, mas 
nao permite a hidrolise do GTP. Em qual etapa a tradugao seria 
bloqueada por cada proteina mutante? 

15. Mantendo a fidelidade da sintese proteica. Os meca- 
nismos quimicos utilizados para evitar erros na sintese proteica 
sao diferentes daqueles utilizados durante a replicagao do DNA. 
As DNA-polimerases fazem uso da atividade de edigao exonu- 
cleasica 3'^5' para remover nucleotideos pareados incorreta- 
mente inseridos em uma fita de DNA nascente. Nao existe fun¬ 
gao de edigao analoga nos ribossomos, e, de fato, a identidade 
de um aminoacido em um tRNA que chega no ribossomo e que 
e ligado ao polipeptideo nascente nunca e conferida. Uma etapa 
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de revisao que hidrolisasse a recem-formada ligagao peptidica 
depois que um aminoacido incorreto tivesse side inserido em 
um polipeptideo nascente (analoga a etapa de edigao das DNA- 
-polimerases) nao seria pratica. Por que? (Dica: Considere como 
a ligagao entre o polipeptideo nascente e o luRNA e mantida 
durante o alongamento; ver Figuras 27-29 e 27-30.) 

16. Deduzindo a localizagao celular de uma protema. 

0 gene para um polipeptideo eucariotico de 300 residues de 
aminoacidos e alterado de forma que a sequencia sinal reco- 
nhecida pela SRP flea na extremidade aminoterminal do po¬ 
lipeptideo, e um sinal de localizagao nuclear (NLS) existe na 
regiao interna, iniciando no residue 150. Em que local da celula 
essa proteina e provavelmente encontrada? 

17. Exigencias para o transporte de protemas atraves 
da membrana. A proteina OmpA secretada por bacterias tern 
um precursor, ProOmpA, o qual tern a sequencia sinal amino¬ 
terminal necessaria para a secregao. Se a ProOmpA purificada 
e desnaturada com ureia 8 m, e a ureia e posteriormente re- 
mo vida (p. ex., passando rapidamente a solugao proteica por 
uma coluna de gel-filtragao), a proteina pode ser transportada, 
in vitro, atraves de membranas bacterianas internas isoladas. 
No entanto, o transporte se torna impossivel se a ProOmpA 
for primeiro incubada por algumas boras na ausencia de ureia. 
Alem disso, a capacidade de transporte e mantida por um pe- 
riodo mais longo se a ProOmpA for antes incubada na presenga 
de outra proteina bacteriana denominada fator de desencadea- 
mento. Descreva a provavel fungao desse fator. 

18. Capacidade de codificagao de protemas de um DNA 
viral. 0 genoma de 5.386 pb do bacteriofago 4>X174 inclui ge¬ 
nes para 10 proteinas, designadas de A a K, com os tamanhos 
mostrados na tabela a seguir. Quanto DNA seria necessario 
para codificar essas 10 proteinas? Como voce conciliaria o ta- 
manho do genoma do (^X174 com sua capacidade de codificar 
proteinas? 

Numero de residues Numero de residues 


Pretema de amineaddes Pretema deamineaddes 


A 

455 

F 

427 

B 

120 

G 

175 

C 

86 

H 

328 

D 

152 

I 

38 

E 

91 

J 

56 


Problema de analise de dados 

19. Desenhando protemas pela utilizagao de genes 
gerados ao acaso. Estudos acerca das sequencias de ami¬ 
noacidos e das correspondentes estruturas tridrmensionais de 
proteinas nativas e mutantes levaram a elucidagoes significati- 
vas sobre os principios que governam o enovelamento de pro¬ 
teinas. Uma maneira importante para testar essas ideias seria 
desenhar uma proteina com base nesses principios e verificar 
se ela se dobra conforme esperado. 

Kamtekar e colaboradores (1993) se basearam em aspec- 
tos do codigo genetico para gerar sequencias aleatorias de 
proteinas, com padroes definidos de residues hidrofilicos e 
hidrofobicos. A elegante abordagem empregada combinava o 
conheermento acerca da estrutura de proteinas, das proprie- 
dades dos aminoacidos e do codigo genetico para investigar 
fatores que influenciam a estrutura das proteinas. 


Eles se propuseram a gerar um conjunto de proteinas com 
a estrutura simples de quatro helices, mostrada no final do pa- 
ragrafo, com helices a (mostradas como cilindros) conectadas 
por segmentos de algas aleatorias (em vermelho-claro). Cada 
helice a e anfipatica - os grupos R de um lado da helice sao 
exclusivamente hidrofobicos (em amarelo), e aqueles do outro 
lado sao exclusivamente hidrofilicos (em azul). Seria de se es- 
perar que uma proteina consistindo em quatro dessas helices, 
separadas por curtos segmentos de algas aleatorias, se dobras- 
se de forma que os lados hidrofilicos das helices ficariam volta- 
dos para o solvente. 




(a) Que forgas ou interagoes mantem as quatro helices a 
unidas nessa estrutura? 

A Figura 4-4a mostra um segmento de helice a consistindo 
em 10 residues de aminoacidos. Com o bastao central cinza 
atuando como um divisor, quatro dos grupos R (esferas pur¬ 
pura) se estendem a partir do lado esquerdo da helice e seis a 
partir do lado direito. 

(b) Numere os grupos R na Figura 4-4a, da parte superior 
(aminoterminal; 1) para a parte inferior (carboxiterminal; 10). 
Quais grupos R se estendem a partir do lado esquerdo e quais 
a partir do lado direito? 

(c) Suponha que voce quisesse desenhar esse segmento de 
10 aminoacidos a fim de montar uma helice anfipatica, com o lado 
esquerdo hidrofilico e o lado direito hidrofobico. Fornega uma se¬ 
quencia de 10 aminoacidos que potencialmente se dobraria em 
tal estrutura. Ha muitas respostas corretas para esta questao. 

(d) Fornega uma sequencia de DNA fita dupla que poderia 
codificar a sequencia de aminoacidos que voce escolheu em 
(c). (Sendo a regiao interna de uma protema, voce nao precisa 
incluir codons iniciadores nem de termino.) 

Em vez de desenhar protemas com sequencias especifi- 
cas, Kamtekar e colaboradores desenharam protemas com 
sequencias parcialmente aleatorias, com residuos de aminoa¬ 
cidos hidrofilicos e hidrofobicos posicionados em um padrao 
controlado. Para isso, eles utilizaram algumas caracteristicas 
interessantes do codigo genetico para construir uma biblioteca 
de moleculas de DNA sintetico com sequencias parcialmente 
aleatorias, organizadas seguindo um padrao especifico. 

Para desenhar uma sequencia de DNA que codificasse se¬ 
quencias aleatorias de aminoacidos hidrofobicos, os pesquisa- 
dores iniciaram pelo codon degenerado NTN, no qual N pode 
ser A, G, C ou T. Eles preencheram cada posigao N incluindo 
uma mistura equimolar de A, G, C e T na reagao de sintese de 
DNA, a fim de gerar uma mistura de moleculas de DNA com 
diferentes nucleotideos nesta posigao (ver Figura 8-35). De 
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forma semelhante, para codificar sequencias aleatorias de ami- 
noacidos polares, eles partiram do codon degenerado NAN e 
usaram uma mistura equimolar de A, G e C (mas, nesse caso, 
sem o T) para preencher as posigoes N. 

(e) Quais aminoacidos podem ser codificados pelo triplete 
NTN? Nesse grupo, todos os aminoacidos sao hidrofobicos? 0 
grupo inclui todos os aminoacidos hidrofobicos? 

(f) Quais aminoacidos podem ser codificados pelo triplete 
NAN? Todos esses aminoacidos sao polares? 0 grupo inclui to¬ 
dos os aminoacidos polares? 

(g) Ao criar os codons NAN, por que foi necessMo deixar 
T fora da mistura de reagao? 

Kamtekar e colaboradores clonaram essa biblioteca de se¬ 
quencias aleatorias de DNA em plasmideos, selecionaram 48 
que produziam o padrao correto de aminoacidos hidrofobicos e 
hidrofflicos e os expressaram emE. coli. 0 desafio seguinte era 
determinar se as protemas se dobravam conforme o esperado. 
Seria muito demorado expressar cada protema, cristaliza-la e 
determinar a sua estrutura tridimensional completa. Em vez 
disso, os pesquisadores utilizaram a maquinaria de processa- 


mento proteico de E. coli para excluir as sequencias que le- 
vavam a produgao de protemas muito defeituosas. Nessa fase 
seletiva inicial, eles mantiveram apenas aqueles clones que 
resultaram em uma banda de protemas com o peso molecular 
esperado na analise por eletroforese em gel de poliacrilamida 
contendo SDS (ver Figura 3-18). 

(h) Por que uma protema grosseiramente mal dobrada nao 
formaria uma banda com o peso molecular esperado, quando 
analisada eletroforeticamente? 

Vmas protemas passaram nesse teste inicial, e analises 
mais aprofundadas mostraram que elas apresentavam, de fato, 
a estrutura de quatro helices prevista. 

(i) Por que nem todas as protemas com sequencias aleato¬ 
rias que passaram no primeiro teste seletivo produziram estru- 
turas de quatro helices? 

Referenda 
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D os aproximadamente 4.000 genes no genoma bacteria- 
no tipico, on talvez dos 25.000 genes no genoma huma- 
no, apenas uma fragao e expressa em uma celula em 
dado momento. Alguns produtos genicos estao presentes 
em grandes quantidades: os fatores de alongamento ne- 
cessarios a sintese proteica, por exemplo, estao entre as 
mais abundantes protemas em bacterias, e a ribulose-1,5- 
-bifosfato-carboxilase/oxigenase (rubisco) de plantas e 
bacterias fotossinteticas e, ate onde se sabe, a enzima mais 
abundante na biosfera. Outros produtos genicos ocorrem 
em quantidades muito menores; por exemplo, uma celula 
pode center apenas poucas moleculas de enzimas que re- 
param lesoes raras do DNA. As necessidades de certos pro¬ 
dutos genicos mudam ao longo do tempo. A necessidade de 
enzimas em certas vias metabolicas aumenta on diminui a 
medida que as fontes de alimentos mudam on se esgotam. 
Durante o desenvoMmento de um organismo pluricelular, 
algumas protemas que influenciam a diferenciagao celular 
estao presentes apenas por um breve periodo em apenas 
poucas celulas. 

A especializagao da fungao celular afeta drasticamen- 
te a necessidade de varies produtos genicos; um exem¬ 
plo e a concentragao excepcionalmente elevada de uma 
unica protema - hemoglobina - em eritrocitos. Dado o 
alto custo da sintese proteica, a regulagao da expressao 
genica e essencial para otimizar a utilizagao da energia 
dispomvel. 

A concentragao celular de uma protema e determinada 
pelo equilibrio delicado de ao menos sete processes, cada 
um tendo varies pontos de regulagao potenciais: 

1. Sintese do transcrito de RNA primario (transcrigao) 

2. Modificagao pos-transcricional do mRNA 

3. Degradagao do RNA mensageiro 

4. Sintese proteica (tradugao) 

5. Modificagao pos-traducional de proteinas 

6. Direcionamento e transporte de proteinas 

7. Degradagao de proteinas 


Esses processes estao resumidos na Figura 28-1. Varies 
desses mecanismos foram examinados em capitulos an- 
teriores. A modificagao pos-transcricional do mRNA por 
processes como padroes alternatives de splicing (ver Fi¬ 
gura 26-21) ou edigao de RNA (ver Figuras 27-10, 27-12) 
pode afetar quais proteinas sao produzidas a partir de um 
transcrito de mRNA e em que quantidades. Uma variedade 
de sequencias de nucleotideos em um mRNA pode afetar 
a velocidade da sua degradagao (p. 1084). Muitos fatores 
afetam a velocidade em que um mRNA e traduzido em 
uma proteina, bem como a modificagao pos-traducional, 
direcionamento e, por fim, degradagao daquela proteina 
(Capitulo 27). 

Dos processos regulatorios ilustrados na Figura 28-1, 
aqueles operando no nivel da iniciagao da transcrigao sao 
particularmente bem documentados. Esses processos sao 
um foco importante deste capitulo, embora outros mecanis¬ 
mos tambem sejam considerados. Pesquisadores continuam 
a descobrir mecanismos regulatorios complexos e algumas 
vezes surpreendentes, levando a uma crescente apreciagao 
da importancia da regulagao pos-transcricional e da tra¬ 
dugao, especialmente em eucariotos. Em varios genes, os 
processos regulatorios sao elaborados e redundantes e en- 
volvem um investimento consideravel de energia quimica. 

0 controle da iniciagao da transcrigao permite a regula¬ 
gao sincronizada de multiples genes codificando produtos 
com atividades interdependentes. Por exemplo, quando seu 
DNA esta muito danificado, as celulas bacterianas precisam 
de um aumento coordenado nos niveis das muitas enzimas 
de reparo de DNA. Talvez a forma mais sofisticada de coor- 
denagao ocorra nos complexos circuitos regulatorios que 
guiam o desenvoMmento dos eucariotos multicelulares e 
envolvem muitos tipos de mecanismos regulatorios. 

Primeiramente sao examinadas as interagoes entre pro¬ 
teinas e DNA que sao a chave para a regulagao da trans¬ 
crigao. Em seguida, sao abordadas as proteinas especificas 
que influenciam a expressao de genes especificos, primeiro 
em celulas bacterianas e, entao, em celulas de eucariotos. 
Quando for relevante, sao incluidas informagoes sobre a re¬ 
gulagao pos-transcricional e de tradugao, com o objetivo de 
fornecer uma visao geral mais completa da rica complexida- 
de dos mecanismos regulatorios. 
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FIGURA 28-1 Sete processes que afetam a concentra^ao do estado 
estacionario de uma protema. Cada processo tern varios pontos poten- 
ciais de regulapao. 


28.1 Principios da regula^ao genka 

Genes para produtos necessaries em todos os mementos, 
come os das enzimas das vias metabolicas centrals, sao ex¬ 
presses em nivel mais on menos constante em praticamen- 
te todas as celulas de uma especie on organismo. Muitas 
vezes, esses genes sao chamados de genes constitutivos 
{housekeeping genes). A expressao invariavel de um gene 
e chamada de expressao do gene constitutive. 

Para outros produtos genicos, os niveis celulares au- 
mentam e diminuem em resposta a sinais moleculares; isso 
e a expressao genica regulada. Produtos genicos que 
aumentam de concentragao sob circunstancias moleculares 
especificas sao chamados de induziveis; o processo de au- 
mentar sua expressao e a indugao. A expressao de muitos 


dos genes codificadores de enzimas de reparo de DNA, por 
exemplo, e induzida por um sistema de proteinas regulado- 
ras que responde aos altos niveis de dano ao DNA. Ao con- 
trario, produtos genicos que diminuam em concentragao 
em resposta a um sinal molecular sao denominados repres- 
siveis, e o processo chamado de repressao. Por exemplo, 
em bacterias, amplas fontes de triptofano levam a repressao 
dos genes para as enzimas que catalisam a biossintese do 
triptofano. 

A transcrigao e mediada e regulada por interagoes pro- 
teina-DNA, especialmente aquelas envolvendo os compo- 
nentes proteicos da RNA-polimerase (Capitulo 26). Primei- 
ro sera considerado como a atividade da RNA-polimerase e 
regulada e procede-se a uma descrigao geral das proteinas 
participando nessa regulagao. Examina-se entao a base mo¬ 
lecular para o reconhecimento de sequencias de DNA espe¬ 
cificas por proteinas ligantes de DNA. 

A RNA-polimerase se liga ao DNA nos promotores 

A RNA-polimerase se liga ao DNA e inicia a transcrigao nos 
promotores (ver Figura 26-5), sitios geralmente encontra- 
dos perto de pontos em que a sintese de RNA comega no 
molde de RNA. A regulagao da iniciagao da transcrigao fre- 
quentemente envolve alteragoes em como a RNA-polimera¬ 
se interage com um promotor. 

As sequencias de nucleotideos de promotores variam 
consideravelmente, afetando a afinidade de ligagao das 
RNA-polimerases e, portanto, a frequencia de iniciagao 
da transcrigao. Alguns genes de Escherichia coli sao 
transcritos uma vez por segundo, outros menos de uma 
vez por geragao celular. A maior parte dessa variagao se 
deve a diferengas na sequencia dos promotores. Na au- 
sencia de proteinas regulatorias, diferengas na sequencia 
dos promotores podem afetar a frequencia de iniciagao da 
transcrigao em 1.000 vezes ou mais. A maioria dos pro¬ 
motores de E. coli tern uma sequencia proxima de um 
consenso (Figura 28-2). Mutagoes que resultem em uma 
mudanga que se afaste da sequencia consenso geralmente 
diminuem a fungao do promotor; ao contrario, mutagoes 
na diregao do consenso geralmente estimulam a fungao 
do promotor. 

CONVEN^AO-CHAVE: Por convengao, as sequencias de DNA sao 
apresentadas conforme existem na fita nao molde, com a 
terminagao 5' a esquerda. Os nucleotideos sao numerados a 
partir do sitio de inicio da transcrigao, com numeros positi- 
vos a direita (na diregao da transcrigao) e numeros negati- 
vos a esquerda. N indica qualquer nucleotideo. ■ 

Embora os genes constitutivos sejam expressos cons- 
titutivamente, as concentragoes celulares das proteinas 


DNA 5' 


Regiao -35 
Elemento UP I I TTGACA~T 


Ni7 


Sitio de inicio do RNA 
Regiao-10 
ITATAAT I 


mRNA 


FIGURA 28-2 Sequencia consensual para varios promotores de E coli, A maioria das substitui(;6es 
de bases nas regioes -10 e -35 tern um efeito negative no funcionamento do promotor. Alguns promoto¬ 
res tambem incluem o elemento UP (promotor a montante) (ver Figura 26-5). 
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que eles codificam variam amplamente. Para esses genes, 
a interagao RNA-polimerase-promotor influencia forte- 
mente a velocidade de iniciagao da transcrigao; diferen- 
gas na sequencia dos promotores permitem que a celula 
sintetize o mvel apropriado de cada produto dos genes 
constitutivos. 

A taxa basal de iniciagao da transcrigao nos promoto¬ 
res dos genes constitutivos tambem e determinada pela 
sequencia dos promotores, mas a expressao desses genes 
e modulada adicionalmente por proteinas regulatorias. Mui- 
tas dessas proteinas operam estimulando ou interferindo na 
interagao entre a RNA-polimerase e o promoter. 

As sequencias dos promotores eucarioticos e mais va- 
riavel do que a dos seus correspondentes bacterianos (ver 
Figura 26-8). As tres RNA-polimerases eucarioticas geral- 
mente precisam de uma serie de fatores de transcrigao ge- 
rais para se ligar a um promoter. 

Contudo, como na expressao genica bacteriana, o nivel 
basal de transcrigao e determinado pelo efeito das sequen¬ 
cias promotoras no funcionamento da RNA-polimerase e 
seus fatores de transcrigao apropriados. 

A iniciagao da transcribe e regulada por proteinas que 
se ligam aos promotores ou que estao proximas deles 

Pelo menos tres tipos de proteinas regulam a iniciagao da 
transcrigao pela RNA-polimerase: fatores de especifi- 
cidade alteram a especificidade da RNA-polimerase para 
um determinado promotor ou conjuntos de promotores re- 
pressores impedem o acesso da RNA-polimerase ao pro¬ 
moter, e os ativadores estimulam a interagao RNA-polime- 
rase-promotor. 

Os fatores de especificidade bacterianos foram apresen- 
tados no Capitulo 26 (ver Figura 26-5), embora nao tenham 
side referidos pelo nome. A subunidade a da holoenzima 
RNA-polimerase de E. coli e um fator de especificidade que 
controla o reconhecimento e a ligagao do promoter. A maio- 
ria dos promotores de E. coli e reconhecida por uma unica 
subunidade a (M^ 70.000), Sob certas condigoes, algu- 
mas das subunidades sao substituidas por um de seis 
outros fatores de especificidade. Um caso notavel surge 
quando as bacterias sao submetidas ao estresse por calor, 
levando a substituigao de o-^°por (M^ 32.000). 

Quando ligada a o-^^, a RNA-polimerase e direcionada 
a um conjunto especializado de promotores com uma se¬ 
quencia consensual diferente (Figura 28-3). Esses pro¬ 
motores controlam a expressao de um conjunto de genes 
que codificam proteinas, incluindo algumas proteinas cha- 
peronas (p. 146), que sao parte de um sistema induzido por 


estresse chamado de resposta de cheque termico. Portanto, 
por meio de mudangas na afinidade de ligagao da polimera- 
se que a dirigem para diferentes promotores, um conjunto 
de genes envolvido em processes relacionados e regulado 
coordenadamente. Em celulas eucarioticas, alguns dos fa¬ 
tores de transcrigao gerais, em particular a proteina de liga¬ 
gao TATA (TBP; ver Figura 26-9), podem ser considerados 
como fatores de especificidade. 

Os repressores se ligam a sitios especificos no DNA. Em 
celulas bacterianas, tais sitios de ligagao, chamados opera- 
dores, estao geralmente proximos de um promoter. A liga¬ 
gao da RNA-polimerase, ou seu movimento ao longo do DNA 
apos sua ligagao a ele, e bloqueada quando o repressor esta 
presente. A regulagao pela proteina repressora que bloqueia 
a transcrigao e chamada de regulagao negativa. A liga¬ 
gao do repressor ao DNA e regulada por um sinal molecu¬ 
lar (ou efetor) , geralmente uma molecula pequena ou uma 
proteina, que se liga ao repressor e provoca uma mudan- 
ga conformacional. A interagao entre repressor e molecula 
sinalizadora aumenta ou diminui a transcrigao. Em alguns 
casos, a mudanga conformacional resulta na dissociagao de 
um repressor ligado ao DNA do operador (Figura 28-4a). 

A iniciagao da transcrigao pode entao proceder sem 
obstaculos. Em outros casos, a interagao entre um repres¬ 
sor inativo e a molecula sinalizadora leva o repressor a se 
ligar ao operador (Figura 28-4b). Nas celulas eucarioticas, 
o sitio de ligagao para um repressor pode se encontrar a 
alguma distancia do promotor. A ligagao desses represso¬ 
res aos seus sitios de ligagao tern o mesmo efeito que em 
celulas bacterianas: inibir a montagem ou atividade de um 
complexo de transcrigao no promotor. Os ativadores for- 
necem um contraponto molecular aos repressores; eles se 
ligam ao DNA e estimulam a atividade da RNA-polimerase 
em um promoter; trata-se da regulagao positiva. Em 
bacterias, muitas vezes, os sitios de ligagao ativadores sao 
adjacentes aos promotores ligados fracamente ou nao liga- 
dos a RNA-polimerase isolada, de mode que ocorre pouca 
transcrigao na ausencia do ativador. Muitos ativadores eu¬ 
carioticos se ligam aos sitios de DNA, chamados potencia- 
dores (enhancers '), que estao muito distantes do promo¬ 
ter. Esses ativadores afetam a taxa de transcrigao em um 
promoter que pode estar localizado a milhares de pares de 
bases de distancia. 

Alguns ativadores sao geralmente ligados ao DNA, es¬ 
timulando a transcrigao ate que a dissociagao do ativador 
seja disparada pela ligagao de uma molecula sinalizadora 
(Figura 28-4c). Em outros casos, o ativador se liga ao DNA 
apenas apos a interagao com uma molecula sinalizadora 
(Figura 28-4d). Moleculas sinalizadoras podem, portanto. 


Sitio de inicio do RNA 



^ ^ mRNA 

DNA 5' 1TNTCNCCCTTGAA | Ni 3_,5 | CCCCATTTA | N 7 

1 


FIGURA 28-3 Sequencia consensual para promotores que regulam a expressao de ge¬ 
nes de choque termico de E coli, Este sistema responde a aumentos de temperature, bem 
como a outros estresses ambientais, resultando na indupao de um conjunto de proteinas. A liga- 
pao da RNA-polimerase aos promotores do choque termico e mediada por uma subunidade a da 
polimerase especializada, a que substitui no complexo de iniciapao da RNA-polimerase. 
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(a) Regula^ao negativa 

Sinai molecular provoca a 
dissociagao do repressor do 
DNA, induzindo a transcrigao. 


(b) Regula^ao negativa 

Sinai molecular provoca a 
ligagao do repressor ao 
DNA, inibindo a transcrigao. 
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(c) Regula^ao positiva 

Sinai molecular provoca a 
dissociagao do ativador do 
DNA, inibindo a transcri^ao. 


(d) Regula^ao positiva 

Sinai molecular provoca a 
liga^ao do ativador ao DNA, 
induzindo a transcri^ao. 




3' 



FIGURA 28-5 A intera^ao entre ativadores/repressores e a RNA- 
-polimerase em eucariotos. Com frequencia, os ativadores e repressores 
eucarioticos se ligam a sitios a milhares de pares de bases de distancia dos 
promotores que eles regulam. Alqas de DNA, muitas vezes facilitadas por re- 
guladores de arquitetura, colocam esses sitios em contato. A interaqao entre 
ativadores e a RNA-polimerase e frequentemente mediada por coativadores, 
como mostrado. A repressao e algumas vezes mediada por repressores (des- 
critos posteriormente) que se ligam a ativadores, impedindo assim a intera- 
qao ativadora com a RNA-polimerase. 


FIGURA 28-4 Padroes comuns de regula^ao da inicia^ao da trans- 
cri^ao. Dois tipos de regulaqao negative sao ilustrados. (a) 0 repressor se 
liga ao operador na ausencia do sinal molecular; o sinal externo provoca 
a dissociaqao do repressor para permitir a transcriqao (b) 0 repressor se 
liga na presenqa do sinal; o repressor se dissocia e a transcriqao acontece 
quando o sinal e removido. A regulaqao positiva e mediada pelos ativa¬ 
dores do gene. Novamente, dois tipos sao mostrados. (c) 0 ativador se 
liga na ausencia do sinal molecular e a transcriqao prossegue; quando o 
sinal e adicionado, o ativador se dissocia e a transcriqao e inibida. (d) 0 
ativador se liga na presenqa do sinal; ele se dissocia apenas quando o sinal 
e removido. Observe que as regulaqdes "positiva" e "negativa" se referem 
ao tipo de proteina regulatoria envolvida: a proteina ligada ou facilita ou 
inibe a transcriqao. Em qualquer urn dos casos, a adiqao de urn sinal mo¬ 
lecular aumenta ou diminui a transcriqao, dependendo do seu efeito na 
proteina regulatoria. 

aumentar ou diminuir a transcrigao, dependendo de como 
elas afetam o ativador. A regulagao positiva e particular- 
mente comum em eucariotos, como sera visto. 


Em eucariotos, a distancia entre os sitios de ligagao de 
ativadores ou repressores e promotores e superada fazendo 
algas (looping') no DNA entre eles (Figura 28-5). 0 pro- 
cesso de looping e facilitado em alguns casos por proteinas 
chamadas reguladores arquitetonicos que se ligam a si¬ 
tios de intervengao e facilitam o looping do DNA. A maioria 
dos sistemas eucarioticos envolve ativadores de proteinas. 
A interagao atual entre ativadores e a RNA-polimerase no 
promotor e frequentemente mediada por proteinas inter- 
mediarias chamadas coativadores. Em alguns casos, repres¬ 
sores proteicos podem tomar o lugar de coativadores, ligan- 
do-se aos ativadores e impedindo a interagao ativadora. 

Muitos genes bacterianos sao reunidos e regulados 
em operons 

As bacterias tern um mecanismo geral simples para coorde- 
nar a regulagao de genes que codificam produtos que par- 
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Sitio de ligagao Sitio de ligagao 

do ativador do repressor 

DNA ^ I Promotor I Opej^adorl | A B C | 

Sequencias regulatorias Genes transcritos conno 

unna unidade 

FIGURA 28-6 Operon de bacterias representative. Genes A, B e C sao 

transcritos em urn mRNA policistronico. Sequencias regulatorias tipicas in- 
cluem sitios de ligaqao para proteinas que ativam ou reprimem a transcriqao 
a partir do promotor. 

ticipam em um conjunto de processes relacionados: esses 
genes estao reunidos no cromossomo e sao transcritos jun¬ 
tos. Muitos mRNA bacterianos sao policistronicos - multi¬ 
ples genes em um unico transcrito - e o unico promoter que 
inicia a transcrigao do grupo de genes e o local de regulagao 
para a expressao de todos os genes no grupo. 0 grupo de 
genes e o promoter, acrescido de sequencias adicionais que 
funcionam juntas na regulagao, sao chamados de operons 
(Figura 28-6). Operons que incluem dois a seis genes 
transcritos como uma unidade sao comuns; alguns operons 
contem 20 ou mais genes. 

Muitos dos principios da expressao dos genes bacte¬ 
rianos foram definidos pela primeira vez por estudos do 
metabolismo da lactose em E. coli, que pode usar lactose 
como sua unica fonte de carbono. Em 1960, Frangois Jacob 
e Jacques Monod publicaram um breve artigo no periodico 
Proceedings da Academia Francesa de Ciencias, descre- 
vendo como dois genes adjacentes envolvidos no metabo¬ 
lismo da lactose eram regulados coordenadamente por um 
elemento genetico localizado em uma extremidade do grupo 
de genes. Os genes eram os da j8-galactosidase, que quebra 
a lactose em galactose e glicose, e os da galactosideo-perme- 
ase (lactose-permease, p. 416), que transporta lactose para 
0 interior da celula (Figura 28-7). Os termos “operon” e 
“operador” foram introduzidos pela primeira vez nesse arti¬ 
go. Com 0 modelo operon, a regulagao genica poderia, pela 
primeira vez, ser considerada em termos moleculares. 


0 operon lacesta sujeito a regulagao negativa 

0 operon da lactose {lac') (Figura 28-8a) inclui os genes 
para /3-galactosidase (Z), galactosideo-permease (F), e tioga- 
lactosideo-transacetilase (A). A ultima dessas enzimas parece 
modificar os galactosideos toxicos para facilitar sua remogao 


da celula. Cada um dos tres genes e precedido por um sitio 
de ligagao de ribossomos (nao mostrado na Figura 28-8) que 
direciona independentemente a tradugao daquele gene (Capi- 
tulo 27). A regulagao do lac operon pela proteina repressora 
do lac (Lac) segue o padrao destacado na Figura 28-4a. 

0 estudo dos mutantes lac operon revelou alguns de- 
talhes das atividades do sistema regulatorio operon. Na 
ausencia de lactose, os genes lac operon sao reprimidos. 
Mutagoes no operador ou em outro gene, o gene /, resul- 
tam na sintese constitutiva de produtos genicos. Quando 
o gene I esta defeituoso, a repressao pode ser restaurada 
introduzindo-se um gene I funcional na celula em outra 
molecula de DNA, demonstrando que o gene / codifica 
uma molecula difusivel que provoca a repressao genica. 
Foi demonstrado que essa molecula e uma proteina, agora 
chamada de repressor Lac, um tetramero de monomeros 
identicos. 0 operador ao qual ela se liga mais fortemente 
(Oj) e adjacente do sitio de inicio da transcrigao (Figura 
28-8a). 0 gene / e transcrito a partir do seu proprio pro¬ 
motor (Pj), independente dos genes operon lac. 0 operon 


Espa^o extracelular Lactose 



FIGURA 28-7 Metabolismo da lactose em E, coli, 0 consumo e o me- 
tabolismo de lactose precisam das atividades da galactosideo(lactose)-per- 
mease e jS-galactosidase. A conversao da lactose em alolactose por transgli- 
cosilaqao e uma reaqao secundaria tambem catalisada pela jS-galactosidase. 



Francois Jacob, 1920-2013 



Jacques Monod, 1910-1976 
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(a) 

5 ^ I Pi f/qcl I O3 


P_ Oi 3' 

5' AATTGTGAGCGGATAlfcCAATTI 3' 
3'CAACaCTCGCCTATTGTTAA 5' 


(b) 
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lad 



lacZ I O 2 


\lacY\lacA\~ 3' 



FIGURA 28-8 O operon lac, (a) 0 operon loc. 0 gene loci codifica o re¬ 
pressor Lac. Os genes locZ, Y e A codificam jS-galactosidase, galactosideo- 
-permease e tiogalactosideo-transacetilase, respectivamente. P e o promotor 
dos genes loc e P, e o promotor do gene /. 0^ e o operador principal do 
operon loc, Oj e O 3 sao sitios operadores secundarios de menos afinidade 
pelo repressor Lac. A repetigao invertida a que o repressor Lac se liga em 0^ 
e mostrada no detalhe. (b) 0 repressor Lac se liga ao operador principal e a 
O 2 ou O 3 , aparentemente formando uma alga no DNA. (c) (PDB ID 2PE5) 0 
repressor Lac (cor salmao) e mostrado ligado a segmentos de DNA desconti- 
nuos e curtos (azul e cor de laranja). 


lac tern dois sitios de ligagao secundarios para o repres¬ 
sor Lac. Um (Og) esta centralizado proximo da posigao 
+410, no interior do gene que codifica a /3-galactosidase 
(Z); o outro (O3) esta proximo da posigao -90, dentro do 
gene 1. Para reprimir o operon, o repressor Lac parece se 
ligar tanto ao operador principal quanto a um de dois si¬ 
tios secundarios, com o DNA interveniente removido por 
looping (Figura 28-8b, c). Qualquer uma das duas liga- 
goes bloqueia a iniciagao da transcrigao. 

Apesar desse elaborado complexo de ligagao, a repres- 
sao nao e absoluta. A ligagao do repressor Lac reduz a velo- 
cidade de iniciagao de transcrigao em 10^ vezes. Se os sitios 
Og e O 3 forem eliminados por delegao ou mutagao, apenas 
a ligagao do repressor a 0 ^ reduz a transcrigao em cerca de 
10^ vezes. Mesmo no estado reprimido, cada celula tern al- 


gumas poucas moleculas de j 8 -galactosidase e galactosideo- 
-permease, presumivelmente sintetizadas nas raras ocasioes 
em que 0 repressor se dissocia dos operadores. Esse nivel 
basal de transcrigao e essencial para a regulagao do operon. 
Quando as celulas recebem lactose, 0 operon lac e induzido. 
Uma molecula indutora (sinal) se liga a um sitio especifico 
no repressor Lac, provocando uma alteragao conformacio- 
nal que resulta na dissociagao do repressor do operador. 0 
indutor no sistema operon lac nao e a propria lactose, mas 
a alolactose, um isomero da lactose (Figura 28-7). Depois 
de entrar na celula de E. coli (por meio das poucas mole¬ 
culas de lactose-permease existentes), a lactose e converti- 
da em alolactose por uma das poucas moleculas existentes 
de j 8 -galactosidase. A liberagao do operador pelo repressor 
Lac, disparada a medida que 0 repressor se liga a alolactose, 
permite a expressao dos genes do operon lac e leva a um 
aumento de 10 ^ vezes na concentragao de j 8 -galactosidase. 

Varies /3-galactosideos relacionados estruturalmente a 
alolactose sao indutores do operon lac, mas nao sao subs¬ 
trates para a j 8 -galactosidase; outros sao substrates, mas 
nao indutores. Um indutor muito eficaz e nao metabolizavel 
do operon lac, frequentemente usado de mode experimen¬ 
tal, e o isopropil-tiogalactosideo (IPTG). 



Isopropil-jS-D-tiogalactosideo 

(IPTG) 

Um indutor que nao pode ser metabolizado permite que 
os pesquisadores explorem a fungao fisiologica da lactose 
como uma fonte de carbono para o crescimento, separada 
da sua fungao na regulagao da expressao genica. Alem da 
infinidade de operons agora conhecidos em bacterias, al- 
guns poucos operons policistronicos foram encontrados nas 
celulas de eucariotos inferiores. Nas celulas dos eucariotos 
superiores, entretanto, quase todos os genes codificadores 
de proteinas sao transcritos separadamente. 

Os mecanismos pelos quais os operons sao regulados 
podem variar significativamente do modelo simples apre- 
sentado na Figura 28-8. Mesmo o operon lac e mais com¬ 
plexo do que indicado aqui, com um ativador contribuindo 
tambem para o esquema geral, como sera visto na Segao 
28.2. Antes de qualquer discussao adicional sobre os niveis 
de regulagao da expressao genica, entretanto, serao exami- 
nadas as interagoes moleculares criticas entre as proteinas 
de ligagao do DNA (tais como repressores e ativadores) e as 
sequencias de DNA as quais elas se ligam. 

Proteinas regulatorias tern domi'nios separados de 
ligagao de DNA 

As proteinas regulatorias geralmente se ligam a sequencias 
de DNA especificas. Sua afinidade por essas sequencias- 
-alvo e de aproximadamente 10 ^ a 10 ® vezes maior que sua 
afinidade por qualquer outra sequencia de DNA. A maio- 
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FIGURA 28-9 Grupos no DNA disponiveis para liga^ao com protei- 
nas. (a) Aqui sao mostrados grupos funcionais em todos os quatro pares de 
bases exibidos nos sulcos maior e menor do DNA (ver Figura 8-13). Atomos 
aceptores e doadores de ligaqoes de hidrogenio sao marcados por discos 
azuis ou vermelhos, respectivamente. Outros atomos de hidrogenio sao mar¬ 


cados com discos roxos e grupos metil com discos amarelos. (b) Padroes de 
reconhecimento para cada par de bases, da esquerda para a direita, sao re- 
sumidos na parte de baixo. A variaqao muito maior em padroes para o sulco 
maior da origem a um poder diferenciador muito maior no sulco maior em 
relaqao ao sulco menor. 


ria das proteinas regulatorias apresenta distintos dommios 
de ligagao de DNA contendo subestmturas que interagem 
estreita e especificamente com o DNA. Esses dommios de 
ligagao geralmente incluem um ou mais membros de um 
grupo relativamente pequeno de motives estruturais carac- 
teristicos e reconheciveis. 

Para se ligarem especificamente a sequencias de DNA, 
as proteinas regulatorias devem reconhecer caracteristicas 
da superficie do DNA. A maioria dos grupos quimicos que 
diferem entre as quatro bases e, portanto, permitem a dis- 
tingao entre pares de bases, consiste em grupos doadores 
e aceptores de ligagoes de hidrogenio expostos no sulco 
maior do DNA (Figura 28-9), e a maior parte dos conta- 
tos proteina-DNA que conferem especificidade consiste em 
ligagoes de hidrogenio. Uma excegao notavel e a superficie 
nao polar proxima do C-5 de pirimidinas, onde a timina e 
prontamente distinguida da citosina pelo seu grupo metil 
protuberante. Os contatos proteina-DNA tambem sao pos- 
siveis no sulco menor do DNA, mas os padroes de ligagoes 
de hidrogenio aqui geralmente nao permitem uma pronta 
distingao entre os pares de bases. 

No interior de proteinas regulatorias, as cadeias laterals 
de aminoacidos com ligagoes de hidrogenio mais frequentes 
com as bases no DNA sao aquelas de residues de Asn, Gin, 
Gin, Lys e Arg. Havera um codigo de reconhecimento sim¬ 
ples em que um aminoacido particular sempre pareie com 
uma base especifica? As duas ligagoes de hidrogenio que 
podem se formar entre Gin ou Asn e as posigoes e N-7 
da adenina nao podem se formar com qualquer outra base. 
E um residue de Arg pode formar duas ligagoes de hidro¬ 


genio com N-7 e O® da guanina (Figura 28-10). 0 exame 
da estrutura de muitas proteinas de ligagao do DNA, entre- 
tanto, mostrou que uma proteina pode reconhecer cada par 
de bases em mais de uma maneira, levando a conclusao de 
que nao ha um codigo de aminoacidos simples. Em algumas 
proteinas, a interagao Gln-adenina especifica pares de ba¬ 
ses A=T, mas em outras uma bolsa de van der Waals para o 
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FIGURA 28-10 Intera^es especfficas entre residues de aminoacidos 
e pares de bases. Os dois exemplos mostrados foram observados na liga- 
qao proteina-DNA. 
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gmpo metila da timina reconhece pares de bases A=T. Os 
pesquisadores ainda nao conseguem examinar a estrutura 
de uma protema de ligagao do DNA e inferir a sequencia de 
DNA a qual ela se liga. 

A fim de interagir com as bases no sulco maior do DNA, 
uma protema precisa de uma subestrutura relativamente 
pequena que possa protrair de modo estavel a partir da su- 
perficie da protema. Os dommios de ligagao de DNA das 
protemas regulatorias tendem a ser pequenos (60 a 90 re¬ 
sidues de aminoacidos), e ainda menores os motives estru- 
turais no interior desses dommios que estao na verdade em 
contato com o DNA. Muitas protemas pequenas sao insta- 
veis devido a sua capacidade limitada de formar camadas 
de estrutura para ocultar os grupos hidrofobicos (p. 116). 
Os motives de ligagao do DNA fornecem ou uma estrutura 
estavel muito compacta ou uma maneira de permitir que 
um segmento de protema se projete a partir da superficie 
da protema. 

Os sitios de ligagao do DNA para protemas regulatorias 
sao frequentemente repetigoes invertidas de uma pequena 
sequencia de DNA (palindromo) em que multiplas (geral- 
mente duas) subunidades de uma protema regulatoria se 
ligam cooperativamente. 0 repressor Lac e incomum pelo 
fato de funcionar como tetramero, com dois dimeros uni- 
dos presos na extremidade distante dos sitios de ligagao 
do DNA (Figura 28-8b). Uma celula de E. coli geralmente 
contem cerca de 20 tetrameros do repressor Lac. Cada um 
dos dimeros unidos se liga separadamente a uma sequen¬ 
cia operadora palindromica, em contato com 17 pb de uma 
regiao com 22 pb no operon lac. E cada um dos dimeros 
unidos pode se ligar independentemente a uma sequencia 
operadora, com um geralmente se ligando a 0^ e o outro a 
Og ou Og (como na Figura 28-8b). A simetria da sequencia 
operadora 0^ corresponde ao eixo duplo de simetria das 
duas subunidades repressoras do Lac pareadas. 0 repres¬ 
sor tetramerico do Lac se liga as sequencias do seu opera- 
dor in vivo com uma constante de dissociagao estimada 
em cerca de 10“^° m. 0 repressor diferencia os operadores 
de outras sequencias com uma diferenga de cerca de 10®, 
de modo que a ligagao a esses poucos pares de bases entre 
os cerca de 4,6 milhoes do cromossomo de E. coli e alta- 
mente especifica. 

Varies motives de ligagao do DNA foram descritos, mas 
aqui serao focalizados dois que desempenham papeis de 
destaque na ligagao do DNA por proteinas regulatorias: 

a helice-volta-helice e o dedo de zinco. Tambem sera 
abordado um tipo de dominio de ligagao do DNA - o ho- 
meodominio - encontrado em algumas proteinas de eu- 
cariotos. 

Helice-volta-helice Esse motive de ligagao do DNA e crucial 
para a interagao de muitas proteinas regulatorias bacteria- 
nas com o DNA, e motives semelhantes ocorrem em algu¬ 
mas proteinas regulatorias de eucariotos. 0 motive helice- 
-volta-helice compreende cerca de 20 aminoacidos em dois 
segmentos curtos a helicoidais, cada um com sete a nove 
residues de aminoacidos de comprimento, separados por 
uma volta /B (Figura 28-11). Essa estrutura geralmente 
nao e estavel por si so; ela e simplesmente a porgao reativa 
de um dominio de ligagao do DNA um pouco maior. Um dos 
dois segmentos helicoidais e chamado de helice de reco- 
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FIGURA28-11 Helice-volta-helice. (PDB ID 2PE5) (a) Dominio de ligagao 
de DNA do repressor Lac ligado ao DNA (azul e cor de laranja). 0 motivo 
helice-volta-helice e mostrado em azul-escuro e roxo; a helice de reconheci¬ 
mento do DNA e roxa. (b) Repressor Lac inteiro. Os dominios de ligagao de 
DNA estao em azul-claro, e as helices a envolvidas na formagao do tetramero 
estao em verde. 0 restante da proteina (tons de vermelho) tern os sitios de 
ligagao para a alolactose. Os dominios de ligagao da alolactose estao ligados 
aos dominios de ligagao de DNA por meio de helices ligadoras (amarelo). 


nhecimento, pois geralmente contem muitos dos aminoa¬ 
cidos que interagem com o DNA de um modo especifico da 
sequencia. Essa helice a e empilhada em outros segmentos 
da estrutura proteica de modo a se projetar a partir da su¬ 
perficie da protema. Quando ligada ao DNA, a helice de re¬ 
conhecimento e posicionada no sulco principal ou proxima 
a ele. 0 repressor Lac apresenta seu motivo de ligagao do 
DNA (Figura 28-11). 

Dedo de zinco Em um dedo de zinco, cerca de 30 residues 
de aminoacidos formam uma alga alongada unida na base 
por um unico ion Zn^^, coordenado a quatro dos residues 
(quatro Cys, ou dois Cys e dois His). Por si so, o zinco nao 
interage com o DNA; em vez disso, a coordenagao do zin¬ 
co com os residues de aminoacidos estabiliza esse pequeno 
motivo estrutural. Varias cadeias laterais hidrofobicas no 
nucleo da estrutura tambem fornecem estabilidade. A Fi¬ 
gura 28-12 mostra a interagao entre o DNA e tres dedos de 
zinco de um unico polipeptideo da proteina regulatoria do 
camundongo Zif268. 

Muitas proteinas de ligagao de DNA de eucariotos con¬ 
tem dedos de zinco. Em geral, a interagao de um unico 
dedo de zinco com o DNA e fraca, e muitas proteinas de 
ligagao do DNA, como a Zif268, apresentam multiplos de¬ 
dos de zinco que estimulam substancialmente a ligagao ao 
interagir simultaneamente com o DNA. Uma proteina de 



PRINCIPIOS DE BlOQUIMICA DE LEHNINGER 1163 


Motive dedo de zinco 



FIGURA 28-12 Dedos de zinco. (PDB ID lZAA)Tres dedos de zinco (tons 
de vermelho) da proteina regulatoria Zif268, complexada com o DNA (azul). 
Cada Zn^^ coordena com duas His e dois residuos de Cys. 


ligagao do DNA da mXenopus tern 37 dedos de zinco. Ha 
poucos exemplos conhecidos do motivo dedo de zinco em 
proteinas bacterianas. 

0 modo preciso pelo qual proteinas com dedos de zinco 
se ligam ao DNA difere de uma proteina para outra. Alguns 
dedos de zinco contem residuos de aminoacidos importan- 
tes na diferenciagao de sequencias, enquanto outros pare- 
cem se ligar ao DNA de modo nao especifico (os aminoaci¬ 
dos necessarios para a especificidade estao localizados em 
outra parte da proteina). Os dedos de zinco tambem funcio- 
nam como motivos de ligagao do DNA - por exemplo, em 
certas proteinas que ligam o mRNA de eucariotos e atuam 
como repressores da tradugao. Esse papel sera discutido 
posteriormente (Segao 28.3). 

Homeodommio Outro tipo de dominio de ligagao do DNA 
foi identificado em algumas proteinas que funcionam como 
reguladores de transcrigao, especialmente durante o de- 
senvolvimento de eucariotos. Esse dominio de aminoacidos 
- chamado de homeodommio porque foi descoberto em 
genes homeoticos (genes que regulam o desenvolvimento 
de padroes corporals) - e altamente conservado e foi agora 
identificado em proteinas de uma grande variedade de or- 
ganismos, incluindo humanos (Figura 28-13). 0 segmento 
de ligagao de DNA do dominio esta relacionado ao motivo 
helice-volta-helice. A sequencia de DNA que codifica esse 
dominio e conhecida como homeobox. 

Proteinas regulatorias tambem tern dommios de 
intera^o protema-protema 

Proteinas regulatorias contem dominios nao apenas para 
a ligagao do DNA, mas tambem para interagoes proteina- 
-proteina - com a RNA-polimerase, outras proteinas regu¬ 
latorias ou outras subunidades da mesma proteina regula¬ 
toria. Exemplos incluem muitos fatores de transcrigao de 
eucariotos que funcionam como ativadores de genes, fre- 
quentemente ligado como dimeros ao DNA, pelos dominios 
de ligagao do DNA que contem dedos de zinco. Alguns do¬ 
minios estruturais sao dedicados as interagoes necessarias 
a formagao de dimeros, geralmente um pre-requisito para 
a ligagao do DNA. Como os motivos de ligagao do DNA, os 
motivos estruturais que controlam as interagoes proteina- 



FIGURA 28-13 Homeodommios. (PDB ID 1FJL) Sao mostrados aqui dois 
homeodominios ligados ao DNA. Em cada homeodominio, uma das a heli¬ 
ces (roxo), depositada em duas outras (azul-escuro e cinza), pode ser vista 
protraindo para o sulco maior. Isso e apenas uma pequena parte de uma 
proteina regulatoria maior de uma classe chamada Pax, ativa na regulaqao 
do desenvolvimento em moscas-da-fruta (ver Segao 28.3). 


-proteina tendem a pertencer a algumas categorias comuns. 
Dois exemplos importantes sao o ziper de leucina e heli- 
ce-alga-helice basica. Motivos estruturais como esses sao 
a base para classificar algumas proteinas regulatorias em 
familias estruturais. 

Ziper de leucina Esse motivo e uma helice a anfipatica 
com uma serie de residuos de aminoacidos hidrofobicos 
concentrados de um lado (Figura 28-14), com a superfi- 
cie hidrofobica formando a area de contato entre os dois 
polipeptideos de um dimero. Uma caracteristica marcan- 
te dessas helices a e a ocorrencia de residuos Leu a cada 
setima posigao, formando uma linha reta ao longo da su- 
perficie hidrofobica. Embora os pesquisadores inicialmente 
pensassem que os residuos de leucina interdigitavam (dai 
o nome “ziper”), agora se sabe que eles se alinham lado a 
lado a medida que as helices a que interagem se enrolam 
uma em torno da outra (formando uma espiral espiralada; 
Figura 28-14b). Proteinas regulatorias com ziperes de leu¬ 
cina frequentemente tern um dominio de ligagao de DNA 
separado com alta concentragao de residuos basicos (Lys 
ou Arg) que podem interagir com os fosfatos carregados 
negativamente do esqueleto do DNA. Os ziperes de leucina 
foram encontrados em muitas proteinas de eucariotos e em 
algumas proteinas bacterianas. 

Helice-al^a-helice basica Outro motivo estrutural comum 
ocorre em algumas proteinas regulatorias de eucariotos 
implicadas no controle da expressao genica durante o de¬ 
senvolvimento de organismos pluricelulares. Essas protei¬ 
nas compartilham uma regiao conservada de cerca de 50 
residuos de aminoacidos, importante tanto na ligagao de 
DNA quanto na dimerizagao de proteinas. Essa regiao for¬ 
ma duas a helices anfipaticas ligadas por uma alga de com- 
primento variavel, a helice-alga-helice (distinta do motivo 
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FIGURA 28-14 Ziperes de leucina. (a) 

Comparagao de sequencias de aminoacidos 
de varias proteinas ziper de leucina. Observe 
os residuos de Leu (L) (vermelho) a cada se- 
tima posipao na regiao do ziper, e o numero 
de residuos de Lys (K) e Arg (R) na regiao de 
ligapao do DNA (amarelo). (b) (PDB ID 1YSA) 
Ziper de leucina da protema GCN4 ativado- 
ra de leveduras. Apenas as helices "z/ppered" 
(cinza), derivadas de diferentes subunidades 
da protema dimerica, sao mostradas. As duas 
helices se enrolam uma em torno da outra 
em uma espiral suave. As cadeias laterals de 
Leu e os residuos conservados na regiao de 
ligapao de DNA sao coloridos para corres- 
ponderem a sequencia em (a). 


helice-volta-helice associado a ligagao do DNA). Os motivos 
helice-alga-helice de dois polipeptideos interagem para for- 
mar dimeros (Figura 28-15). Nessas proteinas, a ligagao 
do DNA e mediada por uma sequencia adjacente curta de 
aminoacidos rica em residuos basicos, semelhante a regiao 
de ligagao de DNA separada nas proteinas que contem zi¬ 
peres de leucina. 



FIGURA 28-15 Helice-al^a-helice. (PDB ID 1HLO) 0 fator de transcripao 
humano Max, ligado ao seu sitio-alvo no DNA. A protema e dimerica; uma 
subunidade e colorida. A helice de reconhecimento (cor-de-rosa) e ligada 
pela alpa a helice formadora de dimeros (azul-claro), que se funde a extremi- 
dade carboxila terminal da subunidade. A interapao das helices da carboxila 
terminal das duas subunidades apresenta uma espiral muito semelhante 
aquela de urn ziper de leucina (ver Figura 28-14b), mas com apenas urn par 
de residuos de Leu que interagem (cadeias laterals vermelhas a direita) nesse 
exemplo. A estrutura geral e algumas vezes chamada de helice-alpa-helice/ 
motive de ziper de leucina. 


Intera^es protema-protema em proteinas regulatorias de eucario- 

tos Em eucariotos, a maioria dos genes e regulada por 
ativadores, e a maioria deles e monocistronica. Se um ativa- 
dor diferente fosse necessario para cada gene, o numero de 
ativadores (e de genes que os codificam) teria de ser equi- 
valente ao numero de genes regulados. Entretanto, em le¬ 
veduras, cerca de 300 fatores de transcrigao (muitos deles 
ativadores) sao responsaveis pela regulagao de muitos mi- 
Ihares de genes de leveduras. Muitos dos fatores de trans¬ 
crigao regulam a indugao de genes multiples, mas a maioria 
dos genes esta sujeita a regulagao por multiples fatores de 
transcrigao. A regulagao apropriada de diferentes genes e 
feita utilizando diferentes combinagoes de um repertorio 
limitado de fatores de transcrigao em cada gene, fenomeno 
chamado de controle combinatorial. 

0 controle combinatorio e realizado em parte misturan- 
do-se e combinando as variantes no interior da familia de 
proteinas reguladoras para formar uma serie de diferentes 
dimeros de proteinas ativas. Varias familias de fatores de 
transcrigao de eucariotos foram definidas com base em se- 
melhangas estruturais estreitas. Dentro de cada familia, di¬ 
meros podem as vezes se formar entre duas proteinas iden- 
ticas (homodimero) on entre dois membros diferentes da 
familia (heterodimero). Portanto, uma familia hipotetica de 
quatro proteinas ziper de leucina diferentes forma ate 10 es- 
pecies dimericas diferentes. Em muitos casos, as diferentes 
combinagoes tern propriedades funcionais e regulatorias dis- 
tintas e funcionam na regulagao de diferentes genes. Como 
sera visto, as proteinas regulatorias multiplas desse tipo 
funcionam na regulagao da maioria dos genes de eucariotos, 
contribuindo adicionalmente para o controle combinatorial. 
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Alem de ter dommios estruturais destinados a ligagao 
de DNA e dimerizagao, que direciona um dimero protei- 
co em particular a um gene especifico, muitas protemas 
regulatorias tern dommios que interagem com a RNA-po- 
limerase, com protemas regulatorias nao relacionadas, ou 
com ambas. Pelo menos tres tipos de dommios adicionais 
para interagao protema-proteina foram caracterizados 
(principalmente em eucariotos): dommios ricos em gluta- 
mina, dommios ricos em prolina e dommios acidos, os no- 
mes refletindo os residuos de aminoacidos especialmente 
abundantes. 

Interagoes de ligagoes proteina-DNA sao a base dos in- 
tricados circuitos regulatorios fundamentals ao funciona- 
mento dos genes. Agora sera realizado um exame mais de- 
talhado dos esquemas regulatorios desses genes, primeiro 
em bacterias e depois em sistemas eucarioticos. 

RESUMO 28.1 Princfpios da regula^ao genica 

► A expressao dos genes e regulada por processes que 
afetam as taxas em que os produtos genicos sao sinte- 
tizados e degradados. A maior parte dessa regulagao 
ocorre no nivel da iniciagao da transcrigao, mediada por 
protemas regulatorias que ou reprimem a transcrigao 
(regulagao negativa) ou ativam a transcrigao (regulagao 
positiva) em promotores especificos. 

► Em bacterias, os genes que codificam produtos com 
fungoes interdependentes sao frequentemente agru- 
pados em um operon, unidade unica de transcrigao. A 
transcrigao dos genes geralmente e bloqueada pela liga- 
gao de uma proteina repressora especifica em um sitio 
de DNA chamado de operador. A dissociagao do repres¬ 
sor do operador e mediada por uma molecula especifica 
pequena, um indutor. Esses principios foram primeiro 
elucidados em estudos do operon da lactose (^ac). 0 
repressor Lac se dissocia do operador lac quando o re¬ 
pressor se liga ao seu indutor, a alolactose. 

► As protemas regulatorias sao protemas de regulagao do 
DNA que reconhecem sequencias de DNA especificas; a 
maioria tern dommios de ligagao do DNA distintos. No 
interior desses dommios, os motivos estruturais comuns 
que se ligam ao DNA sao a helice-volta-helice, o dedo de 
zinco e o homeodominio. 

► Protemas regulatorias tambem contem dommios para 
interagoes protema-proteina, incluindo o ziper de leu- 
cina e a helice-alga-helice, que estao envolvidos na di¬ 
merizagao, e outros motivos envolvidos na ativagao da 
transcrigao. A mistura e a combinagao de variantes de 
familias de proteinas em fatores de transcrigao dimeri- 
cos fornecem uma regulagao de resposta mais eficiente 
por meio do controle combinatorio. 

28.2 Regulagao da expressao genica em 
bacterias 

Como em muitas outras areas de investigagao bioquimica, 
o estudo da regulagao da expressao genica avangou mais 
cedo e mais rapido em bacterias do que em outros orga- 


nismos experimentais. Os exemplos de regulagao genica 
bacteriana aqui apresentados sao escolhidos entre os valo- 
res de sistemas bem estudados, parcialmente devido ao seu 
significado historico, mas principalmente porque fornecem 
uma boa visao geral da amplitude de mecanismos regulato¬ 
rios em bacterias. Muitos dos principios da regulagao genica 
bacteriana tambem sao relevantes para compreender a ex¬ 
pressao genica em celulas eucarioticas. 

Primeiramente, serao examinados os operons da lactose 
e triptofano; cada sistema apresenta proteinas regulatorias, 
mas os mecanismos gerais de regulagao sao muito diferen- 
tes. Depois sera feita uma pequena discussao da resposta 
SOS emE. coli, ilustrando como genes espalhados por todo 
o genoma podem ser regulados coordenadamente. Entao 
serao descritos dois sistemas bacterianos de tipos muito di- 
ferentes, ilustrando a diversidade dos mecanismos regula¬ 
torios dos genes: a regulagao da sintese proteica ribossomal 
no nivel da tradugao, com muitas das proteinas regulatorias 
se ligando ao RNA (em vez de ao DNA), e a regulagao do 
processo de “variagao de fase” em Salmonella, que resul- 
ta da recombinagao genica. Finalmente, serao examinados 
alguns exemplos adicionais de regulagao pos-transcricional 
em que o RNA modula sua propria fungao. 

0 operon lacsoire regulagao positiva 

As interagoes operador-repressor-indutor descritas inicial- 
mente para o operon lac (Figura 28-8) fornecem um mo- 
delo intuitivamente satisfatorio para um interrupter ligado/ 
desligado na regulagao da expressao genica. Na verdade, a 
regulagao do operon e raramente tao simples. 0 ambiente 
de uma bacteria e complexo demais para que seus genes 
sejam controlados por um sinal. Outros fatores alem da lac¬ 
tose afetam a expressao dos genes lac, tais como a dispo- 
nibilidade de glicose. Esta, metabolizada diretamente pela 
glicolise, e a fonte de energia preferida emE. coli. Outros 
agucares podem servir como unico nutriente principal, mas 
etapas enzimaticas extras sao necessarias para prepara-los 
para entrar na glicolise, precisando da sintese de enzimas 
adicionais. Claramente, expressar os genes para proteinas 
que metabolizam agucares como lactose ou arabinose e um 
desperdicio quando a glicose e abundante. 

0 que acontece a expressao do operon lac quando 
tanto a glicose quanto a lactose estao presentes? Um me- 
canismo regulatorio conhecido como repressao de cata- 
bolitos restringe a expressao dos genes necessaries para 
o catabolismo de lactose, arabinose e outros agucares na 
presenga de glicose, mesmo quando esses agucares se- 
cundarios tambem estao presentes. 0 efeito da glicose e 
mediado pelo cAMP, como coativador, e uma proteina ati- 
vadora conhecida como proteina receptora de cAMP, 
ou CRP (a proteina as vezes e chamada de CAP, ou seja, 
proteina ativadora de genes para catabolitos). A CRP e um 
homodimero (subunidade 22.000) com sitios de ligagao 
para o DNA e o cAMP. A ligagao e mediada por um mo- 
tivo helice-volta-helice no dominio de ligagao de DNA da 
proteina (Figura 28-16). Quando a glicose esta ausente, 
a CRP-cAMP se liga a um sitio proximo do promotor lac 
(Figura 28-17) e estimula a transcrigao de RNA em 50 
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cAMP 



FIGURA28-16 HomodimeroCRPcomcAMPligado. (PDB ID 1 RUN) Ob¬ 
serve o enovelamento do DNA em volta da proteina. A regiao que interage 
com a DNA-polimerase e indicada. 


vezes. A CRP-cAMP e, portanto, um elemento regulato- 
rio positivo que responde aos mveis de glicose, enquanto 
o repressor Lac e um elemento regulatorio negativo que 
responde a lactose. Os dois atuam em conjunto. A CRP- 
-cAMP tern pouco efeito no operon lac quando o repressor 
Lac esta bloqueando a transcrigao, e a dissociagao do re¬ 
pressor do operador lac, tern pouco efeito na transcrigao 
do operon lac, a menos que o CRP-cAMP esteja presente 
para facilitar a transcrigao; quando a CRP nao esta ligado, 
o promoter do lac do tipo selvagem e um promoter re- 
lativamente fraco (Figura 28-17a, c). 0 complexo aberto 
de RNA-polimerase e promoter (ver Figura 26-6) nao se 
forma prontamente, a menos que a CRP-cAMP esteja pre¬ 
sente. A CRP interage diretamente com a RNA-polimerase 
(na regiao mostrada na Figura 28-16) por meio da subuni- 
dade a da polimerase. 

0 efeito da glicose na CRP e mediado pela interagao 
com a cAMP (Figura 28-17). A CRP se liga ao DNA mais 
avidamente quando as concentragoes de cAMP estao alias. 
Na presenga de glicose, a sintese de cAMP e inibida e o 
efluxo de cAMP da celula e estimulado. A medida que ela 
declina [a cAMP], a CRP a ligagao ao DNA diminui, redu- 
zindo a expressao do operon lac. Portanto, forte indugao 
do operon lac precisa tanto de lactose (para inativar o re¬ 
pressor lac') quanto de baixa concentragao de glicose (para 
disparar um aumento na cAMP e maior ligagao de cAMP a 
CRP). 

A CRP e a cAMP estao envoMdas na regulagao coorde- 
nada de muitos operons, principalmente daqueles que codi- 
ficam enzimas para o metabolismo de agucares secundarios 
como a lactose e arabinose. Uma rede de operons com um 
regulador comum e chamada de regulon. Esse arranjo, que 
permite mudangas coordenadas nas fungoes celulares que 
precisam da agao de centenas de genes, e um tema central 
na expressao regulada de redes dispersas de genes em eu- 
cariotos. Outros regulons bacterianos incluem o sistema de 


(a) Glicose alta, cAMP baixo, lactose ausente 



(b) Glicose baixa, cAMP alto, lactose ausente 



(c) Glicose alta, cAMP baixo, lactose presente 


1 Pi 

lad 1 0)3 1 1 

0 

CL 

lacZ 1 O 2 1 

1 lacY\lacA\ 


^ LIGADO , , 

^ LIGADO 


I Baixo nivel de expressao genica 

0^^^-i>VA-Alolactose 


(d) Glicose baixa, cAMP alto, lactose presente 

cAMP 



FIGURA 28-17 Regulagao positive do operon/ac por CRP. Ositiode li¬ 
gagao para a CRP-cAMP esta proximo do promotor. Sao mostrados os efeitos 
combinados da disponibilidade de glicose e lactose na expressao do operon 
lac. Quando a lactose esta ausente, o repressor se liga ao operador e impede 
a transcrigao dos genes lac. Nao importa se a glicose esta (a) presente ou (b) 
ausente. (c) Se a lactose estiver presente, o repressor se dissocia do operador. 
Entretanto, se a glicose tambem estiver disponivel, os baixos niveis de cAMP 
impedem a formagao de CRP-cAMP e a ligagao de DNA. A RNA-polimerase 
pode ocasionalmente se ligar e iniciar a transcrigao, resultando em um nivel 
muito baixo de transcrigao do gene loc. (d) Quando a lactose esta presente e 
os niveis de glicose estao baixos, os niveis de cAMP aumentam. 0 complexo 
CRP-cAMP se forma e facilita a ligagao robusta da RNA-polimerase ao promo¬ 
tor loc e altos niveis de transcrigao. 


genes de cheque termico que responde a mudangas de tem- 
peratura (p. 1061) e os genes induzidos em E. coli como 
parte do sistema de resposta SOS ao dano do DNA, descrito 
posteriormente. 
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Atenuador 


FIGURA 28-18 O operon trp. Esse operon e regulado por dois mecanis- 
mos: quando os niveis de triptofano sao altos, (1) o repressor (superior es- 
querdo) se liga ao seu operador e (2) a transcriqao do mRNA trp e atenuada 
(ver Figura 28-19). A biossintese do triptofano pelas enzimas codificadas no 
operon trp esta diagramada na parte inferior (ver tambem Figura 22-19). 
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Muitos genes para as enzimas da biossintese de 
aminoacidos sao regulados pela atenua^o da transcri^ao 

Os 20 aminoacidos mais comuns sao necessarios em gran- 
des quantidades para a sintese proteica, e a E. coli pode 
sintetizar todos eles. Os genes para as enzimas necessarias 
para sintetizar um determinado aminoacido estao geral- 
mente agrupados em um operon e sao expressos sempre 
que as reservas existentes de aminoacidos sejam inadequa- 
das para as necessidades celulares. Quando os aminoacidos 
sao abundantes, as enzimas de biossintese nao sao necessa¬ 
rias e o operon e reprimido. 

0 operon do triptofano (trp^ deE. coli (Figura 28-18) 
inclui cinco genes para as enzimas necessarias para conver¬ 
ter corismato em triptofano. Observe que duas das enzimas 
catalisam mais de uma etapa na via. 0 mRNA do operon trp 
tern meia-vida de apenas cerca de 3 minutos, permitindo 
que a celula responda rapidamente as variagoes de necessi- 
dade desse aminoacido. 0 repressor Trp e um homodimero. 
Quando o triptofano e abundante, ele se liga ao repressor 
de Trp, provocando uma mudanga conformacional que per- 
mite ao repressor se ligar ao operador trp e inibir a expres- 
sao do operon trp. 0 sitio do operador trp se sobrepoe ao 
promotor, de modo que a ligagao do repressor bloqueia a 
ligagao da RNA-polimerase. 

Uma vez mais, esse circuito liga/desliga simples media- 
do por um repressor nao conta toda a historia regulatoria. 


Concentragoes celulares diferentes de triptofano podem 
variar a velocidade de sintese das enzimas de biossintese 
em uma faixa de 700 vezes. Uma vez que a repressao seja 
suspensa e a transcrigao se inicie, a velocidade de transcri- 
gao e ajustada as necessidades celulares de triptofano por 
um segundo processo regulatorio, chamado de atenuagao 
da transcrigao, em que a transcrigao e iniciada normal- 
mente, mas e abruptamente interrompida antes que os ge¬ 
nes do operon sejam transcritos. A frequencia com que a 
transcrigao e atenuada e regulada pela disponibilidade de 
triptofano e depende da associagao muito estreita entre 
transcrigao e tradugao em bacterias. 

0 mecanismo de atenuagao do operon trp emprega si- 
nais codificados em quatro sequencias no interior de uma 
regiao lider de 162 nucleotideos na extremidade 5' do 
mRNA, antecedendo o codon de iniciagao do primeiro gene 
(Figura 28-19a). No interior do lider se encontra uma re¬ 
giao conhecida como atenuadora, composta pelas sequen¬ 
cias 3 e 4. Essas sequencias pareiam para formar uma es- 
trutura em grampo rica em G=C seguida de perto por uma 
serie de residues de U. A estrutura atenuadora atua como 
terminador da transcrigao (Figura 28-19b). A sequencia 2 
e um complemento alternative a sequencia 3 (Figura 28- 
19c). Se as sequencias 2 e 3 pareiam, a estrutura atenuado¬ 
ra nao pode se formar e a transcrigao continua para os ge¬ 
nes da biossintese de trp\ a alga formada pelas sequencias 
pareadoras 2 e 3 nao obstruem a transcrigao. 
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mRNAfi 


Peptideo lider 

Met-Lys—Ala — lie —Phe—Val 



aAAGUUCACGUAAAAAGGGUAUCGACA AUGAAAGCAAUUUUCGUAr//" \ 

V' 

1 ' 

rCGAAAUGd GUACCACUUAUGUGACGGGC LAJilA^ CCUUCACGCGGUGGU^ 

2 (parada)-Ser —Thr—Arg —Trp —Trp ^ 


139 

-L 


162 

j 


ACCCAGCCCGCC lUA^ GAGCGGGCU UUUUUUUfiAACAAAAUUASABAAUAACAAUGCAAACAl - 


Sitio de transcri^ao da atenua^ao 


Met - Gin-Thr —► 
Polipeptideo TrpE 
Fim da regiao lider {trpL) 


(a) 



Quando os niveis de triptofano estao altos, o ribossomo rapidannente traduz a sequencia 1 (fase de leitura 
aberta codificando o peptideo lider) e bloqueia a sequencia 2 antes da sequencia 3 ser transcrita. A 
transcri^ao contmua leva a atenua^ao na estrutura atenuadora semelhante a urn terminador formada pela 
sequencias 3 e4. 



Quando os niveis de triptofano estao baixos, o ribossomo pausa nos codons Trp na sequencia 1. A forma^ao 
da estrutura pareada entre as sequencias 2 e 3 impede a atenua^ao, pois a sequencia 3 nao esta mais 
disponivel para formar a estrutura do atenuador com a sequencia 4. A estrutura 2:3, ao contrario do 
atenuador 3:4, nao impede a transcri^ao. 



(b) 

FIGURA 28-19 Atenua^ao da transcri^ao no operon trp, A transcrigao 
e iniciada no comego do mRNA lider de 162 nucleotideos codificado por 
uma regiao do DNA chamada trpL (ver Figura 28-18). Urn mecanismo regula- 
torio determina se a transcrigao e atenuada no final do lider ou continue para 
os genes estruturais. (a) 0 mRNA trp lider {trpL). 0 mecanismo de atenuagao 
do operon trp envolve as sequencias 1 a 4 (destacado). (b) A sequencia 1 
codifica urn pequeno peptideo, o peptideo lider, contendo dois residues Trp 
(W); ele e traduzido imediatamente apos o inicio da transcrigao. As sequen¬ 
cias 2 e 3 sao complementares, bem como as sequencias 3 e 4. A estrutura 


(c) 

do atenuador se forma pelo pareamento das sequencias 3 e 4 (acima). Sua 
estrutura e fungao sao similares aquelas de urn terminador de transcrigao 
(ver Figura 26-7a). 0 pareamento das sequencias 2 e 3 (embaixo) impede a 
formagao da estrutura do atenuador. Observe que o peptideo lider nao tern 
outra fungao celular. A tradugao da sua fase de leitura aberta tern urn papel 
puramente regulatorio que determina que sequencias complementares (2 
e 3 ou 3 e 4) sao pareadas. (c) Esquemas de pareamento de bases para as 
regioes complementares do mRNA trp lider. 
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A sequencia regulatoria 1 e crucial para um mecanismo 
sensivel ao triptofano que determina se a sequencia 3 pa- 
reia com a sequencia 2 (permitindo que a transcrigao con¬ 
tinue) ou com a sequencia 4 (atenuando a transcrigao). 
A formagao da estrutura atenuadora em grampo depende 
de eventos que ocorrem durante a tradugdo da sequencia 
regulatoria 1, que codifica um peptideo lider (assim cha- 
mado porque ele e codificado pela regiao lider do mRNA) 
de 14 aminoacidos, dois dos quais sao residues de Trp. 
0 peptideo lider nao tern nenhuma outra fungao celular 
conhecida; sua sintese e simplesmente um dispositive re- 
gulatorio do operon. Esse peptideo e traduzido imediata- 
mente depois que ele e transcrito, por um ribossomo que 
acompanha de perto a RNA-polimerase a medida que a 
transcrigao prossegue. 

Quando as concentragoes de triptofano sao altas, as 
concentragoes de tRNA de triptofano com carga tambem 
sao altas. Isso permite que a tradugao prossiga rapidamente 
apos os dois codons Trp da sequencia 1 e para a sequencia 
2, antes da sequencia 3 ser sintetizada pela RNA-polimera¬ 
se. Nessa situagao, a sequencia 2 e coberta pelo ribossomo 
e indisponivel para pareamento com a sequencia 3 quando 
a mesma e sintetizada; a estrutura atenuadora (sequencia 3 
e 4) se forma e a transcrigao e interrompida (Figura 28-19b, 
acima). Quando as concentragoes de triptofano sao baixas, 
no entanto, o ribossomo para nos dois codons Trp na se¬ 
quencia 1, pois o tRNA^^ com carga esta menos disponivel. 
A sequencia 2 permanece livre enquanto a sequencia 3 e 
sintetizada, permitindo que essas duas sequencias pareiem 
e que a transcrigao prossiga (Figura 28-19b, embaixo). Des- 
se modo, a proporgao de transcritos que e atenuada diminui 
a medida que a concentragao de triptofano diminui. 


Muitos outros operons biossinteticos de aminoacidos 
usam uma estrategia de atenuagao similar para ajustar as 
enzimas biossinteticas para atender as necessidades celu- 
lares predominantes. 0 peptideo lider de 15 aminoacidos 
produzido pelo operon phe contem sete residuos Phe. 0 
peptideo lider do operon leu tern quatro residuos contiguos 
Leu. 0 peptideo lider para o operon his contem sete re¬ 
siduos contiguos His. De fato, no operon his e em varies 
outros, a atenuagao e suficientemente sensivel para ser o 
unico mecanismo regulatorio. 

A induce da resposta SOS requer a destrui^o das 
protei'nas repressoras 

Dane extenso ao DNA no cromossomo bacteriano dispara a 
indugao de muitos genes localizados a distancia. Essa res¬ 
posta, chamada de resposta SOS (p. 1035), fornece outro 
bom exemplo de regulagao genica coordenada. Muitos dos 
genes induzidos estao envolvidos no reparo do DNA (ver 
Tabela 25-6). As proteinas regulatorias chave sao a proteina 
RecA e o repressor LexA. 

0 repressor LexA(Af^ 22.700) inibe a transcrigao de to- 
dos os genes SOS (Figura 28-20), e a redugao da respos¬ 
ta SOS requer a remogao de LexA. Isso nao e uma simples 
dissociagao do DNA em resposta a ligagao de uma pequena 
molecula, como na regulagao do operon lac descrita aci¬ 
ma. Em vez disso, o repressor LexA e inativado quando 
ele catalisa sua propria clivagem em uma ligagao peptidica 
especifica Ala-Gly, produzindo dois fragmentos proteicos 
aproximadamente iguais. No pH fisiologico, essa reagao 
de autoclivagem precisa da proteina RecA. Ela nao e uma 
protease no sentido classico, mas uma interagao com LexA 


Cromossomo de 



1 

polB dinB uvrB 



FIGURA 28-20 Resposta SOS em E co/i. Ver na Tabela 25-6 as 
fun(;6es de muitas destas proteinas. A proteina LexA e o repressor 
nesse sistema, que tern um sitio operador (vermelho) perto de cada 
gene. Como o gene recA nao e inteiramente reprimido pelo repres¬ 
sor LexA, a celula normal contem cerca de 1.000 monomeros RecA. 
O Quando o DNA e extensamente danificado (como pela luz UV), 
a replicapao do DNA e suspensa e aumenta o numero de interva- 
los de fita simples no DNA. 0 A proteina RecA se liga a esse DNA 
danificado de fita simples, ativando a atividade de coprotease da 
proteina. @ Enquanto esta ligada ao DNA, a proteina RecA facilita a 
quebra e inativapao do repressor LexA. Quando o repressor e inati¬ 
vado, os genes SOS, inclusive recA, sao induzidos; os niveis de RecA 
aumentam 50 a 100 vezes. 
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facilita a reagao de autoclivagem do repressor. Essa fungao 
da RecA e as vezes chamada de atividade de coprotease. 

A protease RecA fornece a ligagao funcional entre o si- 
nal biologico (dano do DNA) e indugao dos genes SOS. Da- 
nos intensos do DNA levam a numerosos intervalos em uma 
das fitas do DNA, e apenas a RecA que esta ligada ao DNA 
de fita unica pode facilitar a clivagem do repressor de LexA 
(Figura 28-20, embaixo). For fim, a ligagao de RecA nos in¬ 
tervalos ativa sua atividade de coprotease, levando a cliva¬ 
gem do repressor de LexA e a indugao SOS. Durante a indu¬ 
gao da resposta SOS em uma celula danificada gravemente, 
a RecA tambem quebra e, portanto, inativa os repressores 
que, caso contrario, permitem a propagagao de certos virus 
em um estado lisogenico dormente no interior do hospe- 
deiro bacteriano. Isso fornece uma ilustragao excepcional 
da adaptagao evolutiva. Esses repressores, como o LexA, 
tambem sofrem autoclivagem em uma ligagao peptidica es- 
pecifica Ala-Gly, de modo que a indugao da resposta SOS 
permita a replicagao do virus e a lise da celula, liberando 
novas particulas de virus. Portanto, o bacteriofago pode fa- 
zer uma saida rapida de uma celula bacteriana hospedeira 
comprometida. 

A smtese de proteinas ribossomais e coordenada com a 
sintese de rRNA 

Em bacterias, uma crescente demanda celular por sintese 
proteica e contemplada pelo aumento do numero de ribos- 
somos em vez de alteragoes na atividade de ribossomos 
individuais. Em geral, o numero de ribossomos aumenta a 
medida que a velocidade de crescimento celular aumenta. 
Em velocidades de crescimento mais altas, os ribossomos 
representam 45% do peso seco da celula. A proporgao de 
recursos celulares destinados a fabricar os ribossomos e 
tao grande, e a fungao dos ribossomos tao importante, que 
as celulas devem coordenar a sintese dos componentes ri¬ 
bossomais: as proteinas ribossomais (r-proteinas) e RNA 
(rRNA). Essa regulagao e distinta dos mecanismos descri- 
tos ate agora, uma vez que ela ocorre em grande parte no 
nivel da tradugdo. 

Os 52 genes que codificam as r-proteinas ocorrem em 
pelo menos 20 operons, cada um com tall genes. Alguns 
desses operons tambem contem os genes para as subunida- 
des da DNA-primase (ver Figura 25-12), RNA-polimerase 
(ver Figura 26-4) e para a sintese proteica de fatores de 
alongamento (ver Figura 27-29) - revelando a associagao 
estreita entre replicagao, transcrigao e sintese proteica du¬ 
rante o crescimento celular. 

Os operons de r-proteinas sao regulados principalmente 
por um mecanismo de feedback da tradugao. Uma r-prote- 
ina codificada por cada operon tambem funciona como um 
repressor de tradugao, que se liga ao mRNA transcrito 
daquele operon e bloqueia a tradugao de todos os genes 
que o mensageiro codifica (Figura 28-21). Em geral, a r- 
-proteina que desempenha o papel de repressora tambem 
se liga diretamente a um rRNA. Cada r-proteina repressora 
da tradugao se liga com maior afinidade ao rRNA apropria- 
do do que ao seu mRNA, de modo que o mRNA e ligado e 
a tradugao reprimida apenas quando o nivel da r-proteina 


If 

5' I UP\L7/L12\ 0 I g' r 3' 
operon jS 



1 t 


5' I 512 I S7 \EF-G\EF-TuV 3' 
operon str 



5' I S;3 I 57? I 54 I a \ U7 ] 3' 
operon a 



5' I S;Q I L3 \ L4 \ L23 I L2 \ (L22,S19) I S3 \ USW ] SlJV s’ 

operon 570 



5' I U4 I L24 I L5 I S14 I S8 rTHW'] S5 I L30 I US I 3' 

operon spc 


FIGURA 28-21 Feedback de tradugao em alguns operons de protei¬ 
nas ribossomais. As r-proteinas que atuam como repressores de tradugao 
estao em cor salmao. Cada repressor de tradugao bloqueia a tradugao de 
todos os genes naquele operon ao se ligar ao sitio indicador no mRNA. Os 
genes que codificam as subunidades de RNA-polimerase sao mostrados em 
roxo; os genes que codificam os fatores de alongamento estao em azul. As 
r-proteinas da subunidade ribossomal grande (505) sao designadas LI a L34; 
aquelas da subunidade menor (305), 51 a 521. 


excede aquele do rRNA. Isso garante que a tradugao dos 
mRNA que codificam as r-proteinas seja reprimida apenas 
quando a sintese dessas r-proteinas excede aquela necessa- 
ria para fazer ribossomos funcionais. Desse modo, a veloci¬ 
dade da sintese de r-proteina e mantida em equilibrio com a 
disponibilidade de rRNA. 

0 sitio de ligagao do mRNA para o repressor da tradu¬ 
gao esta proximo do sitio de inicio da tradugao de um dos 
genes no operon, geralmente o primeiro gene (Figura 28- 
21). Em outros operons isso afetaria apenas aquele gene, 
porque nos mRNA policistronicos bacterianos a maioria 
dos genes tern sinais de tradugao independentes. Nos ope¬ 
rons de r-proteinas, no entanto, a tradugao de um gene de- 
pende da tradugao de todos os outros. 0 mecanismo desse 
acoplamento da tradugao ainda nao e conhecido em deta- 
Ihe. Entretanto, em alguns casos, a tradugao de genes mul¬ 
tiples parece ser bloqueada pela dobra do mRNA em uma 
estrutura elaborada tridimensional que e estabilizada tanto 
por pareamento interne de bases (como na Figura 8-24) 
quanto por ligagao da proteina repressora de tradugao. 
Quando o repressor da tradugao esta ausente, a ligagao de 
ribossomos e a tradugao de um ou mais genes desfaz a es¬ 
trutura dobrada do mRNA, permitindo que todos os genes 
sejam traduzidos. 






















PRINCIPIOS DE BlOQUIMICA DE LEHNINGER 1171 


Como a sintese de r-protemas e coordenada com o rRNA 
dispomvel, a regulagao da produgao de ribossomos reflete 
a regulagao da sintese de rRNA. Em E. coli, a sintese de 
rRNA a partir de sete operons de rRNA responde a veloci- 
dade de crescimento celular e a alteragoes na disponibilida- 
de de nutrientes cruciais, particularmente aminoacidos. A 
regulagao coordenada pelas concentragoes de aminoacidos 
e conhecida como resposta estringente (Figura 28-22). 
Quando as concentragoes de aminoacidos sao baixas, a sin- 
tese de rRNA e interrompida. A falta de aminoacidos leva a 
ligagao de tRNA nao carregados ao sitio ribossomal A; isso 
dispara uma sequencia de eventos que se inicia com a liga¬ 
gao de uma enzima chamada fator estringente (proteina 
RelA) ao ribossomo. Quando ligado ao ribossomo, o fator 
estringente catalisa a formagao do nucleotideo raro gua- 
nosina tetrafosfato (PPGpp; ver Figura 8-39); ele adiciona 
pirofosfato a posigao 3' do GTP, na reagao 

GTP + ATP ^ pppGpp + AMP 

e entao uma fosfo-hidrolase remove um fosfato para formar 
ppGpp. 0 aumento abrupto nos niveis de ppGpp em respos¬ 
ta a falta de aminoacidos resulta em uma grande redugao na 
sintese de rRNA, mediada pelo menos em parte pela ligagao 
de ppGpp a RNA-polimerase. 

0 nucleotideo ppGpp, junto com a cAMP, pertence a uma 
classe de nucleotideos modificados que atuam como mensa- 


NH3 



FIGURA 28-22 Resposta estringente em E co/i. Essa resposta a privapao 
de aminoacidos e disparada pela ligapao de um tRNA sem carga no sitio A do 
ribossomo. Uma proteina chamada de fator estringente se liga ao ribossomo 
e catalisa a sintese de pppGpp, que e convertida por uma fosfo-hidrolase a 
ppGpp. 0 sinalizador ppGpp reduz a transcripao de alguns genes e aumenta 
aquela de outros, em parte ao se ligar a subunidade jS da RNA-polimerase e 
alterar a especificidade do promotor da enzima. A sintese de rRNA e reduzida 
quando os niveis de ppGpp aumentam. 


geiros celulares secundarios (p. 308). Em A', coli, esses dois 
nucleotideos servem como sinais de fome; eles provocam 
grandes alteragoes no metabolismo celular aumentando ou 
diminuindo a transcrigao de centenas de genes. Em celulas 
eucarioticas, mensageiros secundarios similares de nucleoti¬ 
deos tambem tern fungoes regulatdrias multiplas. A coorde- 
nagao do metabolismo celular com 0 crescimento da celula e 
altamente complexa, e mecanismos regulatdrios adicionais, 
sem duvida, ainda nao foram descobertos. 

0 funcionamento de alguns mRNA e regulado por 
pequenos RNA em c/s ou em trans 

Como descrito ao longo desse capitulo, as proteinas desem- 
penham um papel importante bem documentado na regula- 
gao da expressao genica. 0 RNA, porem, tambem tern um 
papel crucial - papel este que esta sendo mais bem reco- 
nhecido a medida que mais exemplos de RNA regulatdrios 
sao descobertos. Uma vez que um mRNA seja sintetizado, 
suas fungoes podem ser controladas por proteinas de li¬ 
gagao ao DNA, como visto para os operons de r-proteinas 
recem-descritos, ou por um RNA. Uma molecula de RNA 
separada pode se ligar ao mRNA “em trarts'' e afetar sua 
atividade. Alternativamente, uma porgao do prdprio mRNA 
pode regular seu prdprio funcionamento. Quando parte 
de uma molecula afeta o funcionamento de outra parte da 
mesma molecula, se fala que ela atua “em cis". 

Um exemplo bem caracterizado de regulagao do RNA 
em trans e visto na regulagao do mRNA do gene rpoS (fa¬ 
tor sigma da RNA-polimerase), que codifica o-^, um dos 
sete fatores sigma de E. coli (ver Tabela 26-1). A celula 
usa esse fator de especificidade em certas situagdes de 
estresse, como quando entra em fase estacionaria (estado 
de ausencia de crescimento, necessario devido a ausencia 
de nutrientes) e e necessario para transcrever grande 
numero de genes de resposta. 0 mRNA esta presente 
em niveis baixos na maioria das condigdes mas nao e tra- 
duzido, porque uma grande estrutura em grampo anterior a 
regiao codificadora inibe a ligagao dos ribossomos (Figura 
28-23). Sob certas condigdes de estresse, um ou dois RNA 
pequenos de fungao especial, DsrA (abaixo da regiao A) e 
RprA (regulsidoT Rpos do RNA A), sao induzidos. Ambos 
podem parear com uma fita do grampo no cr® mRNA, des- 
fazendo o grampo e assim permitindo a tradugao do rpoS. 
Outro pequeno RNA, OxyS (estresse o^idativo do gene S '), 
e induzido sob condigdes de estresse oxidativo e inibe a tra¬ 
dugao do rpoS, provavelmente ao parear com e bloquear 
o sitio de ligagao de ribossomos no mRNA. 0 OxyS e ex- 
presso como parte de um sistema que responde a um tipo 
diferente de estresse (dano oxidativo) do que o rpoS, e sua 
tarefa e a de impedir a expressao de vias de reparo inde- 
sejadas. DsrA, RprA e OxyS sao todas moleculas de RNA 
bacteriano relativamente pequenas (menos de 300 nucleo¬ 
tideos), designadas sRNA (s de small, pequenas; existem, e 
claro, outros RNA “pequenos” com outras designagoes em 
eucariotos). Todos precisam para o seu funcionamento de 
uma proteina chamada Hfq, chaperona de RNA que facilita 
o pareamento RNA-RNA. Os genes bacterianos regulados 
desse modo sao poucos em numero, apenas poucas duzias 
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FIGURA 28-23 Regula^ao do funcionamento do mRNA bacteriano 
em trans pelos sRNA. Varies RNA (pequenos RNA) - DsrA, RprA e OxyS 
- estao envolvidos na regulapao do gene rpoS.Todos precisam da proteina 
Hfq, uma chaperona de RNA que facilita o pareamento RNA-RNA. A Hfq tern 
uma estrutura toroide, com urn poro no centre, (a) A DsrA promove a tradu- 
qao ao se parear com uma fita de uma estrutura em grampo que, de outra 
forma, bloqueia o sitio de ligaqao do ribossomo. A RprA (nao mostrada) atua 
de urn mode semelhante. (b) A OxyS bloqueia a traduqao ao se parear com 
o sitio de ligaqao do ribossomo. 


em uma especie bacteriana tipica. Entretanto, esses exem- 
plos fornecem bons sistemas modelo para compreender os 
padroes presentes nos exemplos mais complexos e nume- 
rosos de regulagao mediada por RNA em eucariotos. 

A regulagao em cis envolve uma classe de estruturas 
de RNA conhecidas como rihoswitches. Como descrito 
no Quadro 26-3, aptameros sao moleculas de RNA, geradas 
in vitro, capazes de ligagao especifica a um tipo particu¬ 
lar de ligante. Como se pode esperar, tais dommios de RNA 
ligadores de ligantes tambem estao presentes na natureza 
- em rihoswitches - em um numero significative de mRNA 
bacterianos (e mesmo em alguns mRNA eucarioticos). Es¬ 
ses aptameros naturals sao dommios estruturados encon- 
trados em regioes nao traduzidas nas extremidades 5' de 
certos mRNA bacterianos. A ligagao de um riboswitch de 
mRNA ao seu ligante apropriado resulta em uma mudan- 
ga conformacional no mRNA, e a transcrigao e inibida pela 
estabilizagao de uma estrutura prematura de terminagao 
da transcrigao, ou a tradugao e inibida (em cis') pela oclu- 



FIGURA 28-24 Regula^ao do funcionamento do mRNA bacteriano 

em c/s por rihoswitches. Os modos de aqao conhecidos sao ilustrados 
por varios rihoswitches com base em um aptamero natural muito difundido 
que se liga a tiamina pirofosfato. A ligaqao deTPP ao aptamero leva a uma 
mudanqa conformacional que produz os resultados variaveis ilustrados nas 
partes (a), (b) e (c) nos diferentes sistemas em que o aptamero e utilizado. 


sao do sitio de ligagao de ribossomos (Figura 28-24). Na 
maioria dos cases, o riboswitch atua em um tipo de alga de 
feedback. A maioria dos genes regulados desse mode esta 
envolvida na sintese ou transporte do ligante que e ligado 
pelo riboswitch] assim, quando o ligante esta presente em 
altas concentragoes, o riboswitch inibe a expressao dos ge¬ 
nes necessaries para reabastecer esse ligante. 

Cada riboswitch se liga a apenas um ligante. Foram de- 
tectados rihoswitches distintos que respondem a mais de 
uma duzia de diferentes ligantes, incluindo tiamina pirofos¬ 
fato (TPP, vitamina B^), cobalamina (vitamina 3 ^ 3)5 davina 
mononucleotideo, lisina, A-adenosilmetionina (adoMet), 
purinas, Af-acetilglicosamina-6-fosfato e glicina. E provavel 
que muitos mais ainda sejam descobertos. 0 riboswitch 
que responde ao TPP parece ser o mais difundido; ele e en- 
contrado em muitas bacterias, fungos e algumas plantas. 0 
riboswitch do TPP bacteriano inibe a tradugao em algumas 
especies e induz a terminagao prematura da transcrigao 
em outras (Figura 28-24). 0 riboswitch de TPP eucari- 
otico e encontrado nos introns de certos genes e modula 
o splicing alternative daqueles genes (ver Figura 26-21). 
Ainda nao esta claro como sao os rihoswitches. Entretanto, 
estimativas sugerem que mais de 4% dos genes de Bacillus 
subtilis sejam regulados por rihoswitches. 
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A medida que os riboswitches sao mais bem entendi- 
dos, pesquisadores estao encontrando aplicagoes me- 
dicas. Por exemplo, a maioria dos riboswitches descritos 
ate o momento, incluindo aquele que responde a adoMet, 
foram encontrados apenas em bacterias. Um farmaco que 
se ligasse e ativasse o riboswitch adoMet desligaria os ge¬ 
nes que codificam enzimas que sintetizam e transportam 
adoMet, privando as celulas bacterianas desse cofator es- 
sencial. Farmacos desse tipo estao sendo buscados para uso 
como uma nova classe de antibioticos. ■ 

0 ritmo de descoberta de RNA funcionais nao mostra 
sinais de diminuigao e continua a enriquecer a hipotese de 
que o RNA desempenhou um papel especial na evolugao 
da vida (Capitulo 26). Os RNA e os riboswitches, como as 
ribozimas e ribossomos, podem ser vestigios de um mundo 
de RNA obscurecido pelo tempo, mas persistindo em uma 
rica serie de dispositivos biologicos ainda em funcionamen- 
to na biosfera atual. A selegao em laboratorio de aptame- 
ros e ribozimas com novas fungoes de ligagao de ligantes e 
enzimaticas (ver Quadro 26-3) nos informa que sao possi- 
veis as atividades, com base em RNA, necessarias para um 
mundo de RNA viavel. A descoberta de varias das mesmas 
fungoes do RNA em muitos organismos nos mostra que, 
de fato, existem componentes essenciais ao metabolismo 
com base em RNA. Por exemplo, os aptameros naturals de 
riboswitches podem ser derivados de RNA que, bilboes de 
anos atras, se ligaram aos cofatores necessaries para pro¬ 
mover os processes enzimaticos necessaries para o meta¬ 
bolismo do mundo de RNA. 


Alguns genes sao regulados por recombina^ao genetica 

Agora sera abordado outro mode de regulagao genica 
bacteriana, no nivel de rearranjo-recombinagao de DNA. 



FIGURA 28-25 Salmonella typhimurium, com flagelos evidentes. 


A Salmonella typhimurium, que habita o intestine de 
mamiferos, se move girando o flagelo na sua superficie 
celular (Figura 28-25). As varias copias da proteina 
flagelina 53.000) que compoem o flagelo sao alvo de 
destaque dos sistemas imunes de mamiferos. Porem, as 
celulas de Salmonella tern um mecanismo que evita a 
resposta imune: elas alternam entre duas protemas fla- 
gelinas distintas (FljB e FliC) aproximadamente uma vez 
a cada 1.000 geragoes, usando um processo chamado va- 
riagao de fase. 

A troca e realizada pela inversao periodica de um seg- 
mento de DNA contendo o promoter para um gene da flage¬ 
lina. A inversao e uma reagao de recombinagao sitio-espe- 
cifica (ver Figura 25-37) mediada pela recombinase Hin em 
sequencias especificas de 14 pb (sequencias hix) em cada 
extremidade do segmento de DNA. Quando o segmento de 
DNA esta em uma orientagao, o gene para a flagelina FljB e 


Repeti^ao invertida {hix) 



■>!<— I hin |<—I fJjB I \ fIjA \ |^| fiJc 



mRNA/7/n 

i 

(b) Recombinase Hin 


mRNA fliC 


i 

Flagelina FliC 


FIGURA 28-26 Regulagao dos genes de flagelina em Salmonella: va- 
ria^ao de fase. Os produtos dos genes fliC e flJB sao flagelinas diferentes. 
0 gene hin codifica a recombinase que catalisa a inversao do segmento de 
DNA contendo o promotor flJB e o gene hin. Os sitios de recombinagao (re- 
petigoes invertidas) sao chamados de /7/x(amarelo). (a) Em uma orientagao, 
f//'5e expressa junto com uma proteina repressora (produto de um gene flJA) 


que reprime a transcrigao do gene fliC. (b) Na orientagao oposta, apenas o 
gene fliC e expresso; os genes flJA e flJB nao podem ser transcritos. A intercon- 
versao entre estes dois estados, conhecida como variagao de fase, tambem 
requer duas outras proteinas nao especificas de ligagao de DNA (nao mos- 
tradas), HU e FIS. 
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TABELA28-1 


Exemplos de regula^ao genica por recombina^ao 


Sistema 

Recombinase/sitio de 
recombinagao 

Tipo de recombinagao 

Fun^ao 

Variagao de fase ^Salmonella) 

Bin/hix 

Sitio-especifica 

A expressao alternativa de dois genes da 
flagelina permite a evasao da resposta imu¬ 
ne do hospedeiro. 

Amplitude de hospedeiros 
(bacteriofago [jl) 

Gin/gix 

Sitio-especifica 

A expressao alternativa de dois conjuntos 
de genes de fibras caudais afeta a faixa de 
hospedeiros. 

Troca do tipo de acasalamento 
(levedura) 

HO-endonuclease, proteina 
RAD52, outras proteinas/MAT" 

Conversao genica nao 
reciproca* 

A expressao alternativa de dois tipos de 
acasalamento de leveduras, a e a, cria celu- 
las que podem se unir e sofrer meiose. 

Variagao antigenica (tripanos- 
somas)^ 

Varia 

Conversao genica nao 
reciproca* 

A expressao sucessiva de diferentes genes 
codificando glicoproteinas variaveis de su¬ 
perficie (VSG) permite a evasao da resposta 
imune do hospedeiro. 


* Na conversao genica nao reciproca (classe de eventos de recombinagao nao discutida no Capitulo 25), a informagao genetica e movida de uma parte do genoma (onde 
e silenciosa) para outra (onde e expressa). A reagao e semelhante a transposigao replicativa (ver Figura 25-41). 

^ Os tripanossomos provocam a doenga do sono africana e outras doengas (ver Quadro 6-3). A superficie externa de um tripanossomo e composta por multiplas copias 
de um linico VSG, o antigeno principal de superficie. Uma celula pode mudar os antigenos de superficie em mais de 100 formas diferentes, impedindo uma defesa eficaz 
do sistema imune do hospedeiro. 


o gene que codifica um repressor (FljA) sao expresses (Fi¬ 
gura 28-26a); o repressor desliga a expressao do gene para 
a flagelina FliC. Quando o segmento de DNA e invertido (Fi¬ 
gura 28-26b), os genes fljA efljB nao sao mais transcritos e 
o gene jliC e induzido a medida que o repressor comega a 
se esgotar. A recombinase Hin, codificada pelo gene hin no 
segmento de DNA que sofre inversao, e expressa quando o 
segmento de DNA esta em qualquer orientagao, de modo 
que a celula pode sempre trocar de um estado para outro. 

Esse tipo de mecanismo regulatorio tern a vantagem 
de ser absolute: a expressao genica e impossivel quando 
o gene esta fisicamente separado do seu promotor (ob¬ 
serve a posigao do ^lomoioi fljB na Figura 28-26b). Um 
interrupter ligado/desligado absolute pode ser importan- 
te nesse sistema (embora ele afete apenas um dos dois 
genes de flagelinas), porque um flagelo com apenas uma 
copia da flagelina errada pode ser vulneravel para abrigar 
anticorpos contra aquela protema. 0 sistema Salmonella 
nao e de maneira nenhuma unico. Sistemas regulatorios 
semelhantes ocorrem em algumas outras bacterias e em 
alguns bacteriofagos, e sistemas de recombinagao com 
fungoes semelhantes foram encontrados em eucariotos 
(Tabela 28-1). A regulagao genica por rearranjos de DNA 
que move genes e/ou promotores e particularmente co¬ 
mum em patogenos que se beneficiam pela alteragao de 
seu leque de hospedeiros ou alterando suas protemas de 
superficie, suplantando os sistemas imunes dos hospedei¬ 
ros. 

RESUMO 28.2 Regulagao da expressao genica em bacterias 

► Alem da repressao do repressor Lac, o operon lac de 
E. coli sofre regulagao positiva pela protema receptora 
de cAMP (CRP). Quando a glicose e baixa, a cAMP e 


alta e a CRP-cAMP se liga a um sitio especifico no DNA, 
estimulando a transcrigao do operon lac e produgao de 
enzimas metabolizadoras de lactose. A presenga de gli¬ 
cose deprime a cAMP, diminuindo a expressao do lac e 
de outros genes envolvidos no metabolismo de agucares 
secundarios. Um grupo de operons regulados coordena- 
damente e chamado de regulon. 

► Operons que produzem as enzimas da sintese de ami- 
noacidos tern um circuito regulatorio chamado ate- 
nuagao, que usa um sitio de terminagao de transcrigao 
(o atenuador) no mRNA. A formagao do atenuador e 
modulada por um mecanismo que acopla transcrigao e 
tradugao enquanto responde a pequenas alteragoes na 
concentragao de aminoacidos. 

► No sistema SOS, multiplos genes nao ligados reprimidos 
por um unico repressor sao induzidos simultaneamente 
quando o dano no DNA dispara a proteolise autocataliti- 
ca do repressor facilitada pela protema RecA. 

► Na sintese de proteinas ribossomais, uma proteina em 
cada operon de r-proteina atua como repressor da tra¬ 
dugao. 0 mRNA e ligado pelo repressor e a tradugao e 
bloqueada apenas quando a r-proteina esta presente 
com excesso de rRNA disponivel. 

► A regulagao pos-transcrigao de alguns mRNA e me- 
diada por pequenos RNA que atuam em trans ou por 
rihoswitches, parte da propria estrutura do mRNA, 
que atua em cis. 

► Alguns genes sao regulados por processes de recombi¬ 
nagao genetica que movem os promotores em relagao 
aos genes sendo regulados. A regulagao tambem pode 
ocorrer no nivel da tradugao. 
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28.3 Regula^ao da expressao genica em 
eucariotos 

A iniciagao da transcrigao e um ponto de regulagao crucial 
para a expressao genica em todos os organismos. Embora 
os eucariotos e bacterias usem alguns semelhantes meca- 
nismos regulatorios, a regulagao da transcrigao nos dois sis- 
temas e fundamentalmente diferente. 

E possivel definir um estado fundamental de transcrigao 
como a atividade inerente de promotores e da maquinaria 
de transcrigao in vivo na ausencia de sequencias regulato- 
rias. Em bacterias, a RNA-polimerase geralmente tern aces- 
so a todos os promotores e pode se ligar e iniciar a transcri¬ 
gao com algum nivel de eficiencia na ausencia de ativadores 
on repressores; o estado fundamental de transcrigao e, 
portanto, nao restritivo. Em eucariotos, no entanto, pro¬ 
motores fortes sao geralmente inativos in vivo na ausencia 
de proteinas regulatorias; isto e, o estado fundamental de 
transcrigao e restritivo. Essa diferenga fundamental origina 
pelo menos quatro caracteristicas importantes que distin- 
guem a regulagao da expressao genica em eucariotos da- 
quela em bacterias. 

Primeiro, o acesso a promotores eucarioticos e restrito 
pela estrutura da cromatina, e a ativagao da transcrigao e 
associada com varias mudangas na estrutura da cromatina 
na regiao transcrita. Segundo, embora as celulas eucarioti- 
cas tenham tanto mecanismos regulatorios positivos quanto 
negativos, os mecanismos positivos predominam em todos 
os sistemas caracterizados ate agora. Assim, uma vez que 
o estado fundamental de transcrigao e restritivo, pratica- 
mente todo gene de eucariotos precisa de ativagao para ser 
transcrito. Terceiro, celulas eucarioticas tern proteinas re¬ 
gulatorias multimericas maiores e mais complexas do que 
as de bacterias. Finalmente, a transcrigao no nucleo eucari- 
otico e separada da tradugao no citoplasma tanto no tempo 
como no espago. 

A complexidade de circuitos regulatorios em celulas eu¬ 
carioticas e extraordinaria, como a discussao a seguir mos- 
tra. A segao e concluida com uma descrigao ilustrada de 
um dos mais elaborados circuitos: a cascata regulatoria que 
controla o desenvoMmento em moscas-da-fruta. 

A cromatina ativa na transcrigao e estruturalmente 
distinta da cromatina inativa 

Os efeitos da estrutura do cromossomo na regulagao genica 
em eucariotos nao possui um paralelo claro em bacterias. No 
ciclo da celula eucariotica, os cromossomos da interfase pa- 
recem, a primeira vista, dispersos e amorfos (ver Figura 24- 
24). No entanto, varias formas de cromatina podem ser en- 
contradas ao longo desses cromossomos. Cerca de 10% da 
cromatina em uma tipica celula eucariotica estao em forma 
mais condensada do que o resto da cromatina. Essa forma, 
heterocromatina, e inativa na transcrigao. A heterocro- 
matina e geralmente associada a estruturas cromossomicas 
particulares - os centromeros, por exemplo. A cromatina 
restante, menos condensada, e chamada de eucromatina. 

A transcrigao de um gene de eucariotos e fortemente 
reprimida quando o seu DNA esta condensado no interior 


da heterocromatina. Parte da eucromatina, mas nao toda, e 
ativa na transcrigao. As regioes dos cromossomos ativas na 
transcrigao sao distintas da heterocromatina por pelo me¬ 
nos tres maneiras: o posicionamento dos nucleossomos, a 
presenga de variantes de histonas e a modificagao covalente 
dos nucleossomos. Essas mudangas estruturais na cromati¬ 
na associadas a transcrigao sao coletivamente chamadas de 
remodelagao da cromatina. A remodelagao envolve enzi- 
mas que promovem essas alteragoes (Tabela 28-2). 

Cinco familias conhecidas de complexes enzimaticos 
reposicionam ativamente ou deslocam os nucleossomos, 
hidrolisando o ATP no processo. Tres desses sao particu- 
larmente importantes na ativagao da transcrigao (Tabela 
28-2; consulte na nota de rodape da tabela uma explicagao 
sobre os nomes abreviados dos complexes enzimaticos aqui 
descritos). 0 SWI/SNF, encontrado em todas as celulas eu¬ 
carioticas, contem pelo menos seis polipeptideos nucleares 
que juntos remodelam a cromatina de mode que os nucle¬ 
ossomos se tornam mais irregularmente espagados. Tam- 
bem estimulam a ligagao do fator de transcrigao. 0 com- 
plexo inclui um componente chamado de bromodominio 
perto da terminagao carboxila da subunidade ATPase ativa, 
que interage com as caudas de histonas acetiladas. 0 SWI/ 
SNF nao e necessario para a transcrigao de todos os genes. 
NURF, membro da familia ISWl, remodela a cromatina de 
formas que complementam e se sobrepoem a atividade da 
SWI/SNF. Esses dois complexes enzimaticos sao cruciais na 
preparagao de uma regiao da cromatina para a transcrigao 
ativa. A terceira familia de proteinas importante apresenta 
um papel um pouco diferente. A cromatina ativa na trans¬ 
crigao tende a ser deficiente em histona HI, que se liga ao 
DNA de ligagao entre as particulas do nucleossomo. Essas 
regioes de cromatina tambem sao enriquecidas das varian¬ 
tes de histonas H3.3 e H2AZ (ver Quadro 24-2). Alteragoes 
no conteudo de histonas sao novamente mediadas por enzi- 
mas especializadas e complexes proteicos. A deposigao de 
H2AZ envolve membros dessa terceira familia de enzimas 
remodeladoras dependentes de ATP, chamadas de SWRl. 

A modificagao covalente de histonas e alterada drasti- 
camente no interior da cromatina ativa na transcrigao. As 
histonas nucleares das particulas dos nucleossomos (H2A, 
H2B, H3, H4; ver Figura 24-26) sao modificadas pela metila- 
gao de residues Lys ou Arg, fosforilagao de residues de Ser 
ou Thr, acetilagao (ver a seguir), ubiquitinagao (ver Figu¬ 
ra 27-47) ou sumoilagao. Cada uma das histonas nucleares 
apresenta dois dominies estruturais distintos. Um dominio 
central esta envoMdo na interagao histona-histona e no en- 
rolamento do DNA em torno do nucleossomo. Um segundo 
dominio, aminoterminal rice em lisina, esta geralmente po- 
sicionado proximo do exterior da particula do nucleossomo 
montado; as modificagoes covalentes ocorrem em residues 
especificos concentrados nesse dominio aminoterminal. Os 
padroes de modificagao levaram alguns pesquisadores a 
proper a existencia de um codigo para as histonas, no qual 
padroes de modificagao sao reconhecidos por enzimas que 
alteram a estrutura da cromatina. De fato, algumas das mo¬ 
dificagoes sao essenciais para interagoes com proteinas que 
desempenham papeis chave na transcrigao. 
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TABELA28-2 


Alguns complexes enzimaticos que catalisam mudan^as estruturais da cromatina associadas a transcri^ao 


Complexo enzimatko^ 

Estrutura oligomerka 
(n° de polipeptideos) 

Fonte 

Atividades 

Modificagao de histonas 

GCN5-ADA2-ADA3 

3 

Leveduras 

GCN5 tern atividade de HAT tipo A 

SAGA/ PCAF 

>20 

Eucariotos 

Inclui GCN5-ADA2-ADA3; residuos ace- 
tilados em H3 e H2B 

NuA4 

Pelo menos 12 

Eucariotos 

Componente Esal tern atividade HAT; 
acetila H4, H2A e H2AZ 

Movimento de histona/enzimas de substi- 
tuigao que precisam de ATP 

SWI/SNF 

>6; total 2X10® 

Eucariotos 

Remodelagem de nucleossomos; ativagao 
da transcrigao 

Familia ISWI 

Varia 

Eucariotos 

Remodelagem de nucleossomos; repres- 
sao da transcrigao; ativagao da transcri¬ 
gao em alguns cases (NURF) 

Familia SWRl 

~12 

Eucariotos 

Deposigao de H2AZ 

Chaperonas de histonas que nao precisam 
de ATP 

HIRA 

1 

Eucariotos 

Deposigao de H3.3 durante a transcrigao 


*As abreviagoes dos genes e protemas eucarioticos sao frequentemente mais confusas on obscuras do que as abreviagoes usadas parabacterias. 0 complexo de protei- 
nas GCN5 (controle geral nao desrepressivel, de general control nonderepressible) e ADA (alteragao/ativagao da deficiencia, de alteration/deficiency activation') 
foi descoberto durante a investigagao da regulagao dos genes do metabolismo do nitrogenio em leveduras. Essas protemas podem fazer parte do complexo maior SAGA 
(SPF, ADA2,3, GCN5, acetiltransferase) nas leveduras. 0 equivalente do SAGA em humanos e o PCAF (fator associado ap300/CBP). NuA4 e a acetiltransferase de nu- 
cleossomos de H4; ESAl e a acetiltransferase essencial relacionada a SAS2. SWl (troca, switching) foi descoberta como uma proteina necessaria para a expressao de 
certos genes envoMdos na troca do mating type em leveduras, e SNF (sacarose nao fermentadora) como um fator de expressao do gene de leveduras para sacarase. 
Estudos posteriores revelaram multiplas protemas SWl e SNF que atuavam em um complexo. 0 complexo SWPSNF tern um papel na expressao de um amplo niimero 
de genes e foi encontrado em muitos eucariotos, inclusive humanos. ISWl e zmitagao de SWI\ NURF, o fator de remodelagem nuclear (nuclear remodeling factor); 
SWRl, uma Swi2/ATPase 1 relacionada a Snf2 e HIRA, um regulador de histonas tipo A. 


A acetilagao e metilagao de histonas figura com desta- 
que nos processos que ativam a cromatina para transcrigao. 
Durante a transcrigao, a histona H3 e metilada (por metila- 
ses de histona especificas) na Lys^ em nucleossomos perto 
da extremidade 5' da regiao codificadora e na Lys^® por toda 
a regiao codificadora. Essas metilagoes facilitam a ligagao 
das acetiltransferases de histona (HATs), enzimas que 
acetilam residues especificos de Lys. HAT do citosol (tipo 
B) acetilam histonas recentemente sintetizadas antes das 
histonas serem importadas para o nucleo. A montagem pos¬ 
terior de histonas na cromatina apos a replicagao e facilita- 
da pelas chaperonas de histonas: CAFl para H3 e H4, (ver 
Quadro 24-2), e NAPl para H2A e H2B. 

Onde a cromatina esta sendo ativada para transcrigao, 
as histonas nucleossomais sao acetiladas adicionalmente 
por HAT nucleares (tipo A). A acetilagao de multiples re¬ 
sidues Lys nos dominies aminoterminais das histonas H3 
e H4 pode reduzir a afinidade de todo o nucleossomo por 
DNA. A acetilagao de residues Lys especificos e crucial para 
a interagao de nucleossomos com outras proteinas. Quando 
a transcrigao de um gene nao e mais necessaria, o gran de 
acetilagao de nucleossomos naquela vizinhanga e reduzido 
pela atividade das desacetilases de histonas (HDAC), 
como parte de um processo geral de silenciamento de genes 
que restaura a cromatina a um estado transcricionalmen- 
te inativo. Alem da remogao de certos grupos acetil, nova 


modificagao covalente de histonas marca a cromatina como 
transcricionalmente inativa. Por exemplo, a Lys^ da histona 
H3 e frequentemente metilada em heterocromatina. 

0 efeito final da remodelagao da cromatina no contexto 
da transcrigao e o de tornar um segmento de cromossomo 
mais acessivel e “marca-lo” (modificar quimicamente) para 
facilitar a ligagao e atividade dos fatores de transcrigao que 
regulam a expressao do gene on genes naquela regiao. 

A maioria dos promotores eucarioticos e regulada 
positivamente 

Como ja observado, as RNA-polimerases de eucariotos tern 
pouca on nenhuma afinidade intrmseca por sens promoto¬ 
res; a iniciagao da transcrigao e quase sempre dependente da 
agao de protemas ativadoras multiplas. Uma razao importan- 
te para o aparente predominio da regulagao positiva parece 
obvia: o armazenamento do DNA no interior da cromatina 
efetivamente torna a maioria dos promotores inacessiveis, 
de modo que os genes sao silenciosos na ausencia de outra 
regulagao. A estrutura de cromatina afeta o acesso a alguns 
promotores mais do que outros, mas repressores que se li- 
gam ao DNA de modo a impedir o acesso da RNA-polimerase 
(regulagao negativa) seriam, com frequencia, simplesmente 
redundantes. Outros fatores devem estar em jogo no uso da 
regulagao positiva e geralmente especulagoes sobre isso se 
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centram em torno de dois: o grande tamanho dos genomas 
eucarioticos e a maior eficiencia da regulagao positiva. 

Primeiro, a ligagao de DNA nao especifico de protemas 
regulatorias se torna um problema importante nos geno¬ 
mas bem maiores dos eucariotos superiores. E a chance de 
que uma unica sequencia de ligagao especifica ocorra alea- 
toriamente em um local inadequado tambem aumenta com 
o tamanho do genoma. Um controle combinatorial, portan- 
to, se torna importante em um genoma grande (Figura 28- 
27). A especificidade pela ativagao da transcrigao pode ser 
melhorada se cada uma de varias protemas regulatorias po- 
sitivas ligar sequencias de DNA especificas para ativar um 
gene. 0 numero medio de sitios regulatorios para um gene 
em um organismo pluricelular e seis, e sao comuns genes 
regulados por uma duzia desses sitios. A necessidade de 
ligagao de varias protemas regulatorias positivas a sequen¬ 
cias especificas de DNA reduz enormemente a probabilida- 
de de ocorrencia aleatoria de uma justaposigao funcional de 
todos os sitios de ligagao necessarios. Alem disso, o numero 
real de proteinas regulatorias que deve ser codificado por 
um genoma para regular todos os seus genes pode ser re- 
duzido (Figura 28-27). Portanto, um novo regulador nao e 
necessario para cada gene, embora a regulagao seja com- 
plexa o suficiente em eucariotos superiores, de modo que 
as proteinas reguladoras podem representar de 5% a 10% 
de todos os genes codificadores de proteinas. Em principio, 
uma estrategia combinatoria semelhante poderia ser usada 


por multiplos elementos regulatorios negativos, mas isso 
nos leva a segunda razao para o uso da regulagao positi¬ 
va: ela e simplesmente mais eficiente. Se os —25.000 genes 
no genoma humano fossem regulados negativamente, cada 
celula teria de sintetizar, em todos os momentos, todos os 
diferentes repressores em concentragoes suficientes para 
permitir a ligagao especifica a cada gene “indesejado”. Em 
uma regulagao positiva, a maioria dos genes e geralmente 
inativa (isto e, as RNA-polimerases nao se ligam aos pro- 
motores) e a celula sintetiza apenas as proteinas ativadoras 
necessarias para promover a transcrigao de um subconjun- 
to de genes necessario na celula naquele momento. Apesar 
desses argumentos, ha exemplos de regulagao negativa em 
eucariotos, desde leveduras ao homem, como sera visto. 

Ativadores de ligagao de DNA e coativadores facilitam a 
montagem dos fatores gerais de transcrigao 

Continuando o estudo da regulagao da expressao genica em 
eucariotos, serao abordadas as interagoes entre promotores 
e RNA-polimerase II (Pol II), a enzima responsavel pela sin- 
tese de mRNAs de eucariotos. Embora muitos (mas nao to¬ 
dos) promotores de Pol II incluam a TATA box e sequencias 
Inr (iniciadoras), com seu espagamento padrao (ver Figura 
26-8), eles variam enormemente tanto no numero quanto 
na localizagao de sequencias adicionais necessarias para a 
regulagao da transcrigao. 
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FIGURA 28-27 As vantagens do controle combinatorio. 0 controle 
combinatorio permite a regulagao especifica de varios genes usando um re- 
pertorio limitado de proteinas regulatorias. Considere as possibilidades ine- 
rentes a regulagao por duas familias diferentes de proteinas ziper de leucina 
(vermelho e verde). Se cada familia de genes regulatorios tern tres membros 
(mostrados aqui em tons escuro, medio e claro, cada um deles se ligando a 
uma sequencia de DNA diferente) que pode livremente formar homo- ou 


heterodimeros, ha seis especies dimericas possiveis em cada familia, cada 
uma das quais reconheceria uma sequencia regulatoria bipartide de DNA 
diferente. Se um gene tivesse um sitio regulatorio para cada familia de pro- 
teina, 36 combinagoes regulatorias diferentes seriam possiveis, usando ape¬ 
nas seis proteinas dessas duas familias. Com seis ou mais sitios usados na 
regulagao de um gene eucariotico tipico, o numero de variantes possiveis e 
muito maior do que esse exempio sugere. 
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Sequencias regulatorias adicionais, geralmente ligadas 
por ativadores de transcrigao, sao geralmente chamadas de 
potenciadores {enhancers) em eucariotos superiores e 
sequencias ativadoras a montante (UAS) em levedu- 
ras. Um tipico potenciador pode ser encontrado a centenas 
on mesmo milhares de pares de bases a montante do inicio 
do sitio de transcrigao, on ate mesmo a jusante dele, no in¬ 
terior do proprio gene. Quando ligado pelas proteinas regu¬ 
latorias apropriadas, um potenciador aumenta a transcrigao 
nos promotores vizinhos independente de sua orientagao 
no DNA. As UAS de leveduras funcionam de modo similar, 
embora geralmente elas devam ser posicionadas a montan¬ 
te e a uma distancia inferior a algumas centenas de pares de 
bases do sitio de inicio de transcrigao. 

A ligagao bem-sucedida da holoenzima da RNA-polime- 
rase II ativa a um dos seus promotores geralmente requer a 
agao combinada de proteinas, entre os cinco tipos que foram 
descritos ate agora: (1) ativadores de transcrigao, que 
se ligam a potenciadores ou UAS e facilitam a transcrigao; 
(2) reguladores da arquitetura, que facilitam o looping 
do DNA; (3) modificagao da cromatina e proteinas re- 
modeladoras, descrita anteriormente; (4) coativadores; 
e (5) fatores de transcrigao basais (ver Figura 26-9, Ta- 
bela 26-2), necessaria na maior parte dos promotores da Pol 
II (Figura 28-28). Os coativadores atuam indiretamente - 
nao se ligando ao DNA - e sao necessarios para a comuni- 
cagao essencial entre os ativadores e o complexo composto 
da Pol II e dos fatores de transcrigao basal (ou geral). Alem 
disso, varias proteinas repressoras interferem com a comu- 
nicagao entre a RNA-polimerase e os ativadores, resultando 
na repressao da transcrigao (Figura 28-28b). Aqui serao fo- 
calizados os complexos de proteinas mostrados na Figura 
28-28 e como eles interagem para ativar a transcrigao. 

Ativadores da transcrigao As necessidades para ativadores va- 
riam muito de um promotor para outro. Alguns poucos ati- 


FIGURA 28-28 Promotores eucarioticos e proteinas regulatorias. A 

RNA-polimerase II e seus fatores de transcrigao basal (geral) associados for- 
mam um complexo pre-iniciagao na TATA box e o sitio Inr dos promotores 
cognatos, um processo facilitado pelos ativadores de transcrigao, atuando 
por meio de coativadores (Mediador, TFIID ou ambos). (a) Um promotor 
composto com elementos de sequencia tipicos e complexos proteicos, en¬ 
contrado tanto em leveduras quanto em eucariotos superiores. 0 dominio 
carboxila terminal (CTD) da Pol II (ver Figura 26-9) e um importante ponto 
de interagao com o Mediador e outros complexos de proteinas. Enzimas 
de modificagao de histonas (nao mostradas) catalisam a metilagao e ace- 
tilagao; enzimas de remodelagem alteram o conteudo e a localizagao dos 
nucleossomos. Os ativadores da transcrigao tern dominios de ligagao de 
DNA e dominios de ativagao distintos. As setas verdes indicam modos de 
interagao comuns comumente necessarios para a ativagao da transcrigao, 
como discutido no texto. As proteinas HMG sao um tipo comum de regula- 
dor de arquitetura (ver Figura 28-5), facilitando a formagao de algas de DNA 
necessaria para colocar juntos componentes do sistema ligados em sitios de 
ligagao distantes. (b) Os repressores da transcrigao de eucariotos funcionam 
por uma grande variedade de mecanismos. Alguns se ligam diretamente ao 
DNA, deslocando um complexo proteico necessario para a ativagao (nao 
mostrado); muitos outros interagem com varias partes dos complexos pro¬ 
teicos para impedir a ativagao. Pontos possiveis de interagao sao indicados 
com setas vermelhas. (c) A estrutura de um complexo proteico HMG com 
DNA mostra como as proteinas HMG facilitam a formagao de algas no DNA. A 
ligagao e relativamente nao especifica, embora preferencias de sequencia de 
DNA tenham sido identificadas para varias proteinas HMG. E mostrado o do¬ 
minio HMG da proteina HMG-D de Drosophila, ligada ao DNA (PDB ID 1QRV). 


vadores sao conhecidos por facilitar a transcrigao em cen¬ 
tenas de promotores, enquanto outros sao especificos de 
alguns poucos promotores. Muitos ativadores sao sensiveis 
a ligagao de moleculas sinalizadoras, fornecendo a capaci- 
dade de ativar ou desativar a transcrigao em resposta a um 
ambiente celular em mudanga. Alguns potenciadores liga¬ 
dos por ativadores estao muito distantes da TATA box do 
promotor. Potenciadores multiples (frequentemente seis 
ou mais) sao ligados por um numero semelhante de ativa- 


(a) Ativagao 


UAS 
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dores para um gene tipico, fornecendo controle combinato- 
rio e resposta a multiples sinais. 

Reguladores de arquitetura Como os ativadores funcionam a 
distancia? A resposta na maioria dos cases parece ser que, 
como indicado anteriormente, o DNA interveniente faz uma 
alga de mode que varies complexes de proteinas podem in- 
teragir diretamente. A formagao da alga e estimulada por 
reguladores de arquitetura abundantes na cromatina, que 
se ligam ao DNA com especificidade limitada. Com mais 
destaque, as proteinas do grupo de alta mobilidade 
(HMG) (Figura 28-28c; “alta mobilidade” se refere a sua 
mobilidade eletroforetica nos geis de poliacrilamida) de- 
sempenham um papel estrutural importante na remodela- 
gao da cromatina e na ativagao da transcrigao. 

Complexos de proteinas coativadoras A maior parte da transcri¬ 
gao requer a presenga de complexos proteicos adicionais. 
Alguns dos principals complexos proteicos de proteinas re- 
guladoras que interagem com a Pol II foram definidos tanto 
geneticamente quanto bioquimicamente. Esses complexos 
coativadores atuam como intermediaries entre os ativado¬ 
res da transcrigao e o complexo Pol IL 

Um coativador eucariotico principal, consistindo em 
20 a 30 on mais polipeptideos em um complexo proteico, e 
chamado de Mediador (Figura 28-28). Muitos dos 20 po¬ 
lipeptideos nucleares sao altamente conservados de fungos 
ao homem. Um complexo adicional de quatro subunidades 
pode interagir com o Mediador e inibir a iniciagao da trans¬ 
crigao. 0 Mediador se liga fortemente ao dominio da carbo- 
xila terminal (CTD) da maior subunidade de Pol II. 0 com¬ 
plexo Mediador e necessario tanto para a transcrigao basal 
quanto para a regulada em varies dos promotores usados 
pela Pol II, e tambem estimula a fosforilagao de CTD pela 
TFIIH (fator de transcrigao basal). Os ativadores da trans¬ 
crigao interagem com um on mais componentes do comple¬ 
xo Mediador, com os sitios de interagao precisa diferindo de 
um ativador para outro. Complexos coativadores funcionam 
na TATA box do promoter on perto dela. 

Coativadores adicionais, funcionando com um on pon¬ 
ces genes, tambem foram descritos. Alguns deles operam 
em conjunto com o Mediador e alguns podem atuar em sis- 
temas que nao empregam o Mediador. 

Protema ligadora de TATA 0 primeiro componente a se ligar 
na montagem de um complexo de pre-iniciagao (PIC) 

na TATA box de um tipico promoter Pol II e a proteina 
ligadora de TATA (TBP). Com frequencia, a TBP faz par¬ 
te de um complexo maior (—15 subunidades) chamado de 
TFIID. 0 complexo integral tambem inclui os fatores de 
transcrigao basal TFIIB, TFIIE, TFIIF, TFIIH; Pol II; e tal- 
vez TFIIA. Esse PIC minimo, no entanto, geralmente e in- 
suficiente para a iniciagao da transcrigao e nao se forma de 
mode algum se o promoter estiver obscurecido no interior 
da cromatina. A regulagao positiva, levando a transcrigao, e 
imposta pelos ativadores e coativadores. 

FIGURA 28-29 Os componentes de ativagao da transcrigao. Os ativa- 
dores se ligam primeiro ao DNA, recrutam os complexos de modificapao de 
histonas/remodelagem do nucleossomo e um coativador como Mediador. 
0 Mediador facilita a ligapao de TBP (ou TFIID) e TFIIB, e entao outros fatores 
de transcripao basal e a Pol II se ligam. A fosforilapao do dominio carboxila 
terminal (CTD) da Pol II leva a iniciapao da transcripao (nao mostrado). 


Coreografia da ativagao da transcrigao Agora e possivel come- 
gar a juntar a sequencia de eventos de ativagao da trans¬ 
crigao em um tipico promoter de Pol II (Figura 28-29). 
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A ordem exata de ligagao de alguns componentes pode 
variar, mas o modelo na Figura 28-29 ilustra os principios 
de ativagao bem como uma via comum. Muitos ativadores 
de transcrigao tern uma afinidade significativa por seus 
sitios de ligagao mesmo quando os sitios estao dentro da 
cromatina condensada. Em geral, a ligagao dos ativadores 
e um evento que dispara a ativagao seguinte do promotor. 
A ligagao de um ativador pode permitir a ligagao de outros, 
gradualmente deslocando alguns nucleossomos. 

A remodelagao da cromatina ocorre entao em esta- 
gios, facilitados pelas interagoes entre ativadores e HAT 
ou complexes enzimaticos como SWI/SNF (ou ambos). 
Desse mode, um ativador ligado pode envolver outros 
componentes necessaries para remodelagao adicional da 
cromatina para permitir a transcrigao de genes especifi- 
cos. Os ativadores ligados interagem com o grande com- 
plexo Mediador. 0 Mediador, por sua vez, fornece uma su- 
perficie de montagem para a ligagao da primeira TBP (ou 
TFIID), em seguida a TFIIB, e entao outros componentes 
do PIC, incluindo a RNA-polimerase II. 0 Mediador esta- 
biliza a ligagao da Pol II e seus fatores de transcrigao asso- 
ciados e facilita muito a formagao do PIC. A complexidade 
nesses circuitos regulatorios e regra em vez de excegao, 
com multiples ativadores ligados ao DNA promovendo a 
transcrigao. 

0 roteiro pode mudar de um promoter para outro. Por 
exemplo, muitos promotores tern um conjunto diferente de 
sequencias de reconhecimento e podem nao ter uma cai- 
xa TATA, e em eucariotos pluricelulares a composigao de 
subunidades de fatores tais como o TFIID pode variar de 
um tecido para outro. Entretanto, parece que a maioria dos 
promotores precisa de um conjunto precisamente ordenado 
de componentes para iniciar a transcrigao. 0 processo de 
montagem nao e sempre rapido. Em alguns genes ele pode 
levar minutes; em certos genes de eucariotos superiores o 
processo pode levar dias. 

Ativagao reversivel da transcrigao Embora mais raras, algumas 
proteinas regulatorias de eucariotos que se ligam a promo¬ 
tores de Pol II ou que interagem com ativadores de trans¬ 
crigao podem atuar como repressores, inibindo a formagao 
de PIC ativos (Figura 28-29). Alguns ativadores podem 
adotar diferentes conformagoes, tornando-os capazes de 
servir como ativadores de transcrigao ou como repressores. 
Por exemplo, alguns receptores de hormonios esteroides 
(descritos posteriormente) funcionam no nucleo como ati¬ 
vadores de transcrigao, estimulando a transcrigao de certos 
genes quando um sinal de um hormonio esteroide parti¬ 
cular esta presente. Quando o hormonio esta ausente, as 
proteinas receptoras revertem a uma conformagao repres- 
sora, impedindo a formagao de PIC. Em alguns cases essa 
repressao envolve a interagao com diacetilases de histonas 
e outras proteinas que ajudam a restaurar a cromatina cir- 
cundante ao seu estado inativo na transcrigao. 0 Mediador, 
quando inclui as subunidades inibitorias, pode tambem blo- 
quear a iniciagao da transcrigao. Esse pode ser um meca- 
nismo regulatorio para garantir a montagem ordenada do 
PIC (ao atrasar a ativagao da transcrigao ate que todos os 
fatores necessaries estejam presentes), ou pode ser um me- 
canismo que ajude a desativar promotores quando a trans¬ 
crigao nao e mais necessaria. 


Os genes do metabolismo da galactose em leveduras 
estao sujeitos tanto a regula^o positiva quanto negativa 

Alguns dos principles gerais descritos acima podem ser 
ilustrados por um circuito regulatorio eucariotico bem es- 
tudado (Figura 28-30). As enzimas necessarias para a 
importagao e metabolismo de galactose em leveduras sao 


TATA Inr 



GaISp + Galactose 


SAGA 



FIGURA 28-30 Regula^ao da transcrigao de genes GAL em leveduras. 

A galactose importada para a celula de levedura e convertida em galacto- 
se-6-fosfato por uma via que envolve seis enzimas, cujos genes estao espa- 
Ihados por tres cromossomos (verTabela 28-3). A transcrigao desses genes e 
regulada pelas agoes combinadas das proteinas Gal4p, GalSOp e GaISp, com 
Gal4p desempenhando o papel central de ativador da transcrigao. 0 com- 
plexo Gal4p-Gal80p e inativo. A ligagao da galactose a GaISp leva a interagao 
da GaISp com o complexo Gal80p-Gal4p e ativa a Gal4p. Esta depois recruta 
SAGA, Mediador eTFIID para os promotores da galactose, levando ao recru- 
tamento da DNA-polimerase II e iniciagao da transcrigao. 
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TABELA28-3 


Genes do metabolismo da galactose em leveduras 


Gene 

Fun^ao proteka 

Localiza^ao nos 
cromossomos 

Tamanho da protema 
(numero de residues) 

Genes regulados 

GALl 

Galactocinase 

11 

528 

GAL2 

Galactose-permease 

Xll 

574 

PGM2 

Fosfoglicomutase 

XIll 

569 

GAL7 

Galactose-1 -fosfato 
uridililtransferase 

11 

365 

GAL 10 

UDP-glicose-4-epime- 

rase 

11 

699 

MELl 

a-Galactosidase 

11 

453 

Genes reguladores 

GALS 

Indutor 

IV 

520 

GAL4 

Ativador da transcrigao 

XVI 

881 

GAL80 

Inibidor da transcrigao 

XII 

435 


Expressao proteica relativa usando 
diferentes fontes de carbono 


Glkose Glkerol Galactose 


— 

— 

+ + + 

- 

- 

+ + + 

+ 

+ 

+ + 

- 

- 

+ + + 

- 

- 

+ + + 

- 

+ 

+ + 


- 

+ 

+ + 

+/- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ + 


Fonte: Adaptada de Reece, R. & Platt, A. (1997). Signaling activation and repression of RNA polymerase 11 transcription in yeast. Bioessays 19,1001-1010. 


codificadas por genes espalhados por varies cromossomos 
(Tabela 28-3). Cada um dos genes GAL e transcrito se- 
paradamente, e as celulas de leveduras nao tern operons 
come aqueles de bacterias. Entretanto, todos os genes GAL 
apresentam promotores semelhantes e sao regulados co- 
ordenadamente por um conjunto comum de protemas. Os 
promotores dos genes GAL consistem na TATA box e em 
sequencias Inr, bem como de uma sequencia ativadora a 
montante (UASq) reconhecida pela protema ativadora de 
transcrigao Gal4 (Gal4p). A regulagao da expressao genica 
pela galactose envolve uma agao reciproca entre a Gal4p 
e duas outras protemas, GalSOp e Gal3p (Figura 28-30). 
A Gal80p forma um complexo com a Gal4p, impedindo a 
Gal4p de funcionar como um ativador dos promotores GAL. 
Quando a galactose esta presente, ela se liga a Gal3p, que 
entao interage com o complexo Gal80p-Gal4p, permitindo 
que a Gal4p funcione como ativador nos varios promoto¬ 
res de GAL. A medida que os varios genes de galactose sao 
induzidos e sens produtos se acumulam, a Gal3p pode ser 
substituida por Gallp (galactocinase necessaria para o me¬ 
tabolismo da galactose que tambem funciona na regulagao) 
para ativagao continua do circuito regulatorio. 

Outros complexos proteicos tambem desempenham 
papeis na ativagao da transcrigao dos genes GAL. Esses 
incluem o complexo SAGA para acetilagao de histonas e 
remodelagao da cromatina, o complexo SWI/SNF para re- 
modelagao da cromatina e o complexo Mediador. A protema 
Gal4 e responsavel pelo recrutamento desses fatores adi- 
cionais necessaries para a ativagao da transcrigao. 0 SAGA 
pode ser o primeiro e principal alvo de recrutamento para 
Gal4p. 

A glicose e a fonte de carbono preferida para leveduras, 
assim como para as bacterias. Quando a glicose esta pre¬ 
sente, a maioria dos genes GAL estando reprimida - este- 
ja presente a galactose on nao. 0 sistema regulatorio GAL 


descrito acima e efetivamente substituido por um complexo 
sistema de repressao de catabolitos que inclui varias protei- 
nas (nao mostrado na Figura 28-30). 

Ativadores da transcrigao tern estrutura modular 

Em geral, ativadores de transcrigao tern um dominio estru- 
tural distinto para a ligagao especifica do DNA e um on mais 
dominios adicionais para ativagao da transcrigao on para 
interagao com outras protemas regulatorias. A interagao de 
duas protemas regulatorias e frequentemente mediada por 
dominios contendo ziperes de leucina (Figura 28-14) on 
motives helice-alga-helice (Figura 28-15). Aqui sao abor- 
dados tres tipos distintos de dominios estruturais usados 
na ativagao por ativadores de transcrigao (Figura 28-3la): 
Gal4p, Spl e CTFl. 

A Gal4p contem uma estrutura semelhante a um dedo 
de zinco no sen dominio de ligagao do DNA, perto da termi- 
nagao amino; esse dominio tern seis residues Cys que coor- 
denam Zn^^. A proteina funciona como homodimero (com 
a dimerizagao mediada pelas interagoes entre duas espirais 
espiraladas) e se liga a UASG, sequencia palindromica de 
DNA de cerca de 17 pb de comprimento. A Gal4p tern um 
dominio de ativagao separado com muitos residues de ami- 
noacidos acidos. Experimentos que substituem uma varie- 
dade de diferentes sequencias peptidicas pelo dominio de 
ativagao acido da Gal4p sugerem que a natureza acida 
desse dominio seja fundamental para sen funcionamento, 
embora sua sequencia precisa de aminoacidos possa variar 
consideravelmente. 

0 Spl (Mj. 80.000) e um ativador de transcrigao para um 
grande numero de genes nos eucariotos superiores. Sen sitio 
de ligagao de DNA, a caixa GC (sequencia consenso GGG- 
CGG), esta geralmente muito perto da TATA box. 0 dominio 
de ligagao de DNA da proteina Spl esta proximo da extremi- 
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(a) 



FIGURA 28-31 Ativadores de transcri^ao. (a) Ativadores tipicos como 
CTFl, Gal4p e Spl tern urn dominio de ligapao de DNA e urn dominio de ati- 

vapao. A natureza do dominio de ativapao e indicada por simbolos:-, 

acidico; Q Q Q, rico em glutamina; P P P, rico em prolina. Essas proteinas ge- 
ralmente ativam a transcripao ao interagir com complexos coativadores tais 
como o Mediador. Observe que os sitios de ligapao aqui ilustrados nao sao 
geralmente encontrados juntos perto de urn unico gene, (b) Uma proteina 
quimerica contendo o dominio de ligapao de DNA de Spl e o dominio de 
ativapao de CTFl ativa a transcripao se uma caixa GC esta presente. 


dade C-terminal e contem tres dedos de zinco. Dois outros 
dommios na Spl funcionam na ativagao e sao notaveis pelo 
fato de 25% dos seus residuos de aminoacidos serem Gin. 
Uma ampla variedade de outras protemas ativadoras tam- 
bem apresenta esses dommios ricos em glutamina. 

0 CTFl (fator de transcrigao 1 ligado a CCAAT) perten- 
ce a uma familia de ativadores de transcrigao que se ligam 
a uma sequencia chamada de sitio CCAAT (sua sequencia 
consenso e TGGNqGCCAA, em que N e qualquer nucleoti- 
deo). 0 dominio de ligagao de DNA do CTFl contem mui- 
tos residuos de aminoacidos basicos, e a regiao de ligagao e 
provavelmente disposta como uma helice a. Essa proteina 
nao apresenta nem um motive helice-volta-helice nem um 
motive dedo de zinco; sen mecanismo de ligagao de DNA 
ainda nao e claro. 0 CTFl tern um dominio de ativagao 
rico em prolina, com a Pro sendo responsavel por mais de 
20% dos residuos de aminoacidos. 

A ativagao distinta e os dominies de ligagao do DNA das 
proteinas regulatorias muitas vezes atuam de mode com- 
pletamente independente, como foi demonstrado em expe- 
rimentos de “troca de dominies”. Tecnicas de engenharia 


genetica (Capitulo 9) podem unir o dominio de ativagao 
rico em prolina do CTFl ao dominio de ligagao de DNA do 
Spl para criar uma proteina que, como o Spl intacto, se liga 
a caixas GC no DNA e ativa a transcrigao em um promoter 
proximo (como na Figura 28-3lb). 0 dominio de ligagao 
de DNA da Gal4p foi da mesma forma substituido experi- 
mentalmente pelo dominio de ligagao de DNA do repres¬ 
sor LexA de E. coli (da resposta SOS; Figura 28-20). Essa 
proteina quimerica nao se liga no UASq nem ativa os genes 
GAL de leveduras (como o faria a Gal4p intacta) a menos 
que a sequencia UASq no DNA seja substituida pelo sitio de 
reconhecimento de LexA. 

A expressao genica eucariotica pode ser regulada por 
sinais intercelulares e intracelulares 

Os efeitos de hormonios esteroides (e dos hormonios da ti- 
reoide e retinoide, que tern mode de agao semelhante) for- 
necem exemplos adicionais bem conhecidos de modulagao 
de proteinas regulatorias de eucariotos pela interagao dire- 
ta com sinais moleculares (ver Figura 12-30). Ao contrario 
de outros tipos de hormonios, os hormonios esteroides nao 
precisam se ligar a receptores de membrana plasmatica. 
Em vez disso, eles interagem com receptores intracelula¬ 
res que sao eles proprios ativadores de transcrigao. Hormo¬ 
nios esteroides (p. ex., estrogenio, progesterona e cortisol) 
hidrofobicos demais para se dissolverem prontamente no 
sangue sao transportados por proteinas carreadoras espe- 
cificas do sen ponto de liberagao a seus tecido-alvo. Neles, 
o hormonio passa atraves da membrana plasmatica por di- 
fusao simples. Uma vez no interior da celula, os hormonios 
interagem com um de dois tipos de receptor nuclear de li¬ 
gagao de esteroides (Figura 28-32). Em ambos os casos, o 
complexo hormonio-receptor atua ligando-se a sequencias 
de DNA altamente especificas chamadas de elementos de 
resposta hormonal (HRE), alterando desse modo a ex¬ 
pressao genica. Atuando nesses sitios, os receptores atuam 
como ativadores de transcrigao, recrutando coativadores e 
a DNA-polimerase II Qunto com seus fatores de transcrigao 
associados) para disparar a transcrigao do gene. 

As sequencias de DNA (HRE) as quais os complexos 
receptores de hormonios se ligam sao semelhantes em 
comprimento e arranjo, mas diferem em sequencia, para 
os diversos hormonios esteroides. Cada receptor tern uma 
sequencia consenso HRE (Tabela 28-4) a qual o complexo 
hormonio-receptor se liga bem, com cada consenso consis- 
tindo em duas sequencias de seis nucleotideos, contiguos 
on separados por tres nucleotideos, em tandem on em ar¬ 
ranjo de palindrome. Os receptores hormonais tern um do¬ 
minio de ligagao de DNA altamente conservado com dois 
dedos de zinco (Figura 28-33). 0 complexo hormonio- 
-receptor se liga ao DNA como um dimero, com os dominies 
dedo de zinco de cada monomero reconhecendo uma das 
sequencias de seis nucleotideos. A capacidade de um deter- 
minado hormonio agir por meio de um complexo hormonio- 
-receptor para alterar a expressao de um gene especifico 
depende da sequencia exata do HRE, de sua posigao relati- 
va no gene e do numero de HRE associados ao gene. 

A regiao de ligagao do ligante da proteina receptora - 
sempre na terminagao carboxila - e muito especifica de 
cada receptor especifico. Na regiao de ligagao do ligante. 
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FIGURA 28-32 Mecanismos de funcionamento do receptor do hor- 
monio esteroide. Ha dois tipos de receptores nucleares ligadores de es- 
teroides. (a) Os receptores monomericos tipo I (NR) sao encontrados no ci¬ 
toplasma, em urn complexo com uma proteina de choque termico (Hsp70). 
Receptores para estrogenio, progesterona, androgenios e glicocorticoides 
sao desse tipo. Quando o hormonio esteroide se liga, Hsp70 se dissocia e o 
receptor dimeriza, expondo urn sinal de localizaqao nuclear. 0 receptor di- 
merico, com o hormonio ligado, migra para o nucleo, onde se liga a urn ele- 
mento de resposta hormonal (HRE) e atua como ativador de transcripao. (b) 
Receptores tipo II, ao contrario, estao sempre no nucleo, ligados a urn HRE 
no DNA e a urn correpressor que Ihes torna inativos. 0 receptor do hormonio 
da tireoide (TR) e desse tipo. 0 hormonio migra pelo citoplasma e se difun- 
de atraves da membrana nuclear. No nucleo ele se liga a urn heterodimero 
consistindo no receptor do hormonio da tireoide e do receptor retinoide X 
(RXR). Uma mudanpa na sua conformapao leva a dissociapao do correpressor 
e o receptor entao funciona como ativador de transcripao. 


TABELA28-4 


Elementos de resposta a hormonio (HRE) ligados por 
receptores de hormonios do tipo esteroide 


Receptor 

Sequencia consenso a que se liga^ 

Androgenio 

GGCA/T)ACAN2TGTTCT 

Glicocorticoide 

GGTACAN3TGTTCT 

Acido retinoico (alguns) 

AGGTCAN5AGGTCA 

Vitamina D 

AGGTCAN3AGGTCA 

Hormonio da tireoide 

AGGTCAN3AGGTCA 

RX^ 

AGGTCANAGGTCANAG 

GTCANAGGTCA 


* N representa qualquer nucleotideo. 

^ Forma um dimero com o receptor do acido retinoico ou com o receptor da 
vitamina D. 


o receptor glicocorticoide e apenas 30% semelhante ao 
receptor de estrogenio e 17% semelhante ao receptor do 
hormonio da tireoide. 0 tamanho da regiao de ligagao do 
ligante varia drasticamente; no receptor da vitamina D ela 
tern apenas 25 residues de aminoacidos, enquanto no re¬ 
ceptor mineralocorticoide ela tern 603 residues. Mutagoes 
que alteram um aminoacido nessas regioes podem resultar 
em perda de resposta a um hormonio especifico. Algumas 
pessoas incapazes de responder ao cortisol, testosterona, 
vitamina D ou tireoxina tern mutagoes desse tipo. 

Alguns receptores hormonais, incluindo o receptor de 
progesterona humane, ativam a transcrigao com a ajuda de 
um coativador rare - ativador de RNA receptor de este- 
roides (SRA), um RNA de —700 nucleotideos. 0 SRA atua 
como parte de um complexo de ribonucleoproteina, mas e 
o componente de RNA que e necessario para a coativagao 
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FIGURA 28-33 Tfpicos receptores do hormdnio esteroide. Estas pro- 
teinas receptoras tern um sitio de ligaqao para o hormonio, um dominio de 
ligaqao de DNA e uma regiao que ativa a transcripao do gene regulado. 0 
dominio de ligapao de DNA altamente conservado tern dois dedos de zinco. 
A sequencia mostrada aqui e a do receptor de estrogenio, mas os residuos 
em negrito sao comuns a todos os receptores do hormonio esteroide. 
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da transcrigao. 0 conjunto detalhado de interagoes entre o 
SRA e outros componentes dos sistemas regulatorios para 
esses genes ainda precisa ser elucidado. 

A regulate pode resultar da fosforila^ao de fatores 
de transcribe nuclear 

Foi observado no Capitulo 12 que os efeitos da insulina na 
expressao genica sao mediados por uma serie de etapas le- 
vando, em ultima analise, a ativagao de uma proteina-cinase 
no nucleo que fosforila proteinas de ligagao de DNA especifi- 
cas, alterando sua habilidade de atuar como fatores de trans- 
crigao (ver Figura 12-15). Esse mecanismo geral controla os 
efeitos de varies hormonios nao esteroides. Por exemplo, a 
via p adrenergica que leva a niveis elevados de cAMP cito- 
solico, que atua como mensageiro secundario em eucariotos, 
bem como em bacterias (ver Figuras 12-4, 28-17), tambem 
afeta a transcrigao de um conjunto de genes, cada um dos 
quais localizado perto de uma sequencia de DNA especifica 
chamada de elemento de resposta de cAMP (CRE). A 
subunidade catalitica da proteina-cinase A, liberada quando 
os niveis de cAMP aumentam (ver Figura 12-6), entra no nu¬ 
cleo e fosforila uma proteina nuclear, a protema de ligagao 
de CRE (CREB). Quando fosforilada, a CREB se liga aos 
CRE perto de certos genes e atua como um fator de transcri¬ 
gao, ligando a expressao desses genes. 

Muitos mRNA de eucariotos estao sujeitos a 
repressao da tradu^o 

A regulagao no nivel da tradugao assume um papel de mui- 
to mais destaque em eucariotos do que em bacterias e e 
observada em uma serie de situagoes celulares. Ao contra- 
rio da estreita associagao entre transcrigao e tradugao em 
bacterias, os transcritos gerados em um nucleo eucariotico 
devem ser processados e transportados ao citoplasma an¬ 
tes da tradugao. Isso pode impor uma demora significativa 
no aparecimento de uma proteina. E necessario um rapido 
aumento na produgao de proteinas quando um mRNA re- 
primido na tradugao, ja presente no citoplasma, pode ser 
ativado para a tradugao sem demora. A regulagao da tradu¬ 
gao pode desempenhar um papel especialmente importante 
na regulagao de determinados genes muito longos de euca¬ 
riotos (alguns sao medidos em milhoes de pares de bases), 
para os quais a transcrigao e o processamento do mRNA 
podem durar muitas boras. Alguns genes sao regulados tan- 
to nos estagios de transcrigao como nos de tradugao, os ul- 
timos desempenhando um papel de ajuste fino nos niveis de 
proteinas celulares. Em algumas celulas anucleadas, como 
reticulocitos (eritrocitos imaturos), o controle da transcri¬ 
gao esta inteiramente ausente e o controle da tradugao dos 
mRNA armazenados se torna essencial. Como descrito a 
seguir, os controles na tradugao podem tambem ter signifi- 
cado espacial durante o desenvoMmento, quando a tradu¬ 
gao regulada dos mRNA pre-posicionados cria um gradiente 
local do produto proteico. 

Os eucariotos tern pelo menos quatro mecanismos prin- 
cipais de regulagao da tradugao. 

1. Fatores de iniciagao da tradugao estao sujeitos a 
fosforilagao por proteinas-cinases. Em geral, as for- 


Regiao 3' nao 



FIGURA 28-34 Regulagao da tradugao do mRNA eucariotico. Um dos 

mecanismos mais importantes para a regulagao da tradugao em eucariotos 
envolve a ligagao de repressores da tradugao (proteinas de ligagao de RNA) a 
sitios especificos na regiao 3' nao traduzida (3' UTR) do mRNA. Essas protei¬ 
nas interagem com os fatores de iniciagao eucarioticos ou com o ribossomo 
para impedir ou tornar mais lenta a tradugao. 

mas fosforiladas sao menos ativas e provocam uma 
diminuigao geral da tradugao na celula. 

2. Algumas proteinas se ligam diretamente ao mRNA 
e atuam como repressores da tradugao, muitos dos 
quais se ligando a sitios especificos na regiao 3' nao 
traduzida (3'UTR). Posicionadas dessa forma, es¬ 
sas proteinas interagem com outros fatores de ini¬ 
ciagao de transcrigao ligados ao mRNA ou com a 
subunidade ribossomal 40S para Impedir a iniciagao 
da tradugao (Figura 28-34). 

3. Proteinas de ligagao, presentes em eucariotos des- 
de leveduras a mamiferos, interrompem a interagao 
entre eIF4E e eIF4G (ver Figura 27-28). As versoes 
dos mamiferos sao conhecidas como 4E-BPs (pro¬ 
teinas de ligagao eIF4E). Quando o crescimento ce- 
lular e lento, essas proteinas limitam a tradugao ao 
se ligarem ao local em eIF4E que normalmente in¬ 
teragem com eIF4G. Quando o crescimento celular 
e retomado ou aumenta em resposta aos fatores de 
crescimento ou outros estimulos, as proteinas de li¬ 
gagao sao inativadas pela fosforilagao de proteinas 
dependentes de cinase. 

4. A regulagao da expressao genica mediada por RNA, 
abordada posteriormente, frequentemente ocor- 
re no nivel da repressao da tradugao. A variedade 
de mecanismos de regulagao da tradugao fornece 
flexibilidade, permitindo a repressao centrada em 
alguns poucos mRNA ou regulagao global de toda a 
tradugao celular. 

A regulagao da tradugao foi particularmente bem estudada 
em reticulocitos. Um mecanismo em tais celulas envolve o 
eIF2, o fator de iniciagao que se liga ao tRNA iniciador e 
o transporta ate o ribossomo; quando o Met-tRNA se liga 
ao sitio P, o fator eIF2B se liga ao eIF2, reciclando-o com a 
ajuda da ligagao de GTP e sua hidrolise. A maturagao dos 
reticulocitos inclui a destruigao do nucleo celular, deixando 
para tras uma membrana plasmatica carregada de hemoglo- 
bina. Os RNA mensageiros depositados no citoplasma antes 
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da perda do nucleo permitem a reposigao de hemoglobina. 
Quando os reticulocitos se tornam deficientes em ferro ou 
gmpos heme, a tradugao de mRNA de globina e reprimida. 
Uma protema-cinase chamada HCR (repressor contro- 
lado por hemina) e ativada, catalisando a fosforilagao do 
eIF2. Quando fosforilado, o eIF2 forma um complexo esta- 
vel com o eIF2B que sequestra o eIF2, tornando-o indispo- 
mvel para participar da tradugao. Desse modo, o reticuloci- 
to coordena a smtese de globina com a disponibilidade de 
grupos heme. 

Muitos exemplos adicionais de regulagao da tradugao 
foram encontrados em estudos do desenvolvimento de or- 
ganismos pluricelulares, como discutido com mais detalhe 
a seguir. 

0 silenciamento genico pos-transcri^ao e mediado por 
RNA de interferencia 

Em eucariotos superiores, incluindo nematodeos, moscas- 
-da-fruta, plantas e mamiferos, uma classe de pequenos 
RNA chamados de microRNA (miRNA) esta envoMda no 

silenciamento de varies genes. 
Em um fenomeno primeiro des- 
crito por Craig Mello e Andrew 
Fire, os RNA funcionam ao in- 
teragirem com mRNA, frequen- 
temente na 3'-UTR, resultando 
ou na degradagao do mRNA 
ou na inibigao da tradugao. 
Em qualquer case, o mRNA, 
e, portanto, o gene que o pro- 
duz, e silenciado. Essa forma 
de regulagao genica controla o 
tempo de desenvolvimento em 
pelo menos alguns organismos. 
Ela tambem e usada como um 
mecanismo de protegao contra 
virus de RNA invasores (par- 
ticularmente importantes em 
plantas, que nao possuem sis- 
tema imune) e para controlar a 
atividade de transposons. Alem 
disso, pequenas moleculas de 
RNA podem desempenhar um 
papel importante (mas ainda 
indefinido) na formagao da he- 
terocromatina. 

Muitos miRNA estao presentes apenas transitoriamen- 
te durante o desenvolvimento, sendo as vezes chamados 
de pequenos RNA temporais (stRNA, do ingles small 
temporal RNA ). Milhares de diferentes miRNA foram iden- 
tificados em eucariotos superiores, e eles podem afetar a 
regulagao de um tergo dos genes de mamiferos. Eles sao 
transcritos como RNA precursores de cerca de 70 nucleo- 
tideos de comprimento, com sequencias complementares 
internas que formam estruturas em grampo. Detalhes da via 
para processamento de miRNA foram descritos no Capitu- 
lo 26 (ver Figura 26-27). Os precursores sao clivados por 
endonucleases como Drosha e Dicer para formar duplexes 
curtos de cerca de 20 a 25 nucleotideos de comprimento. 
Uma fita de miRNA processado e transferida para o mRNA- 



Andrew Fire 


-alvo (ou para o RNA de um virus ou transposon), levan- 
do a inibigao da tradugao ou degradagao do RNA (Figura 
28-35). Alguns miRNA se ligam e afetam um unico mRNA 
e, portanto, afetam a expressao de apenas um unico gene. 
Outros interagem com muitos mRNA e assim formam o nu¬ 
cleo mecanico dos regulons que coordenam a expressao de 
muitos genes. 

0 mecanismo de regulagao genica tern um lado pratico 
interessante e muito util. Se um pesquisador introduz em 
um organismo uma molecula dupla de RNA corresponden- 
do em sequencia a praticamente qualquer mRNA, o Dicer 
quebra o duplex em segmentos pequenos, chamados de 
pequenos RNA interferentes (siRNA, do ingles small 
interfering RNA). Esses se ligam ao mRNA e o silenciam 
(Figura 28-35b). 0 processo e conhecido como RNA de in¬ 
terferencia (RNAi). Em plantas, praticamente qualquer 
gene pode ser desligado dessa maneira. Nematodeos inge- 
rem prontamente RNA funcionais inteiros, e simplesmente 
introduzindo o RNA duplo na dieta do verme se produz uma 
supressao muito eficiente do gene-alvo. A tecnica rapida- 
mente se tornou uma ferramenta importante nos esforgos 
em andamento para estudar o funcionamento de genes, 
pois ela pode interromper o funcionamento do mesmo sem 
criar um organismo mutante. 0 procedimento tambem 
pode ser aplicado a humanos. Os siRNA produzidos em la- 
boratorio foram usados para bloquear infecgoes por HIV e 
virus da polio em culturas de celulas humanas por cerca de 
uma semana por vez. Progressos rapidos na pesquisa so- 
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FIGURA 28-35 Silenciamento genico por RNA de interferencia. (a) 

RNA pequenos temporais (stRNA, uma classe de miRNA) sao gerados por 
quebra mediada por Dicer de precursores mais longos que se dobram para 
criar regioes duplas. Os stRNA entao se ligam aos mRNA, levando a degra- 
daqao de mRNA ou inibigao da tradugao. (b) Os RNA fita dupla podem ser 
construidos e introduzidos em uma celula. 0 Dicer processa os RNA duplos 
em pequenos RNA interferentes (siRNA), que interagem com o mRNA-alvo. 
Mais uma vez, o mRNA e degradado ou a tradugao e inibida. 
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bre RNA de interferencia tornam esse um campo promissor 
para avangos medicos futures. 

A regula^ao da expressao genica mediada por RNA 
assume varias formas em eucariotos 

Os RNA de fungao especial em eucariotos incluem os miR- 
NA, descritos acima; os snRNA, envoMdos no splicing do 
RNA (ver Figura 26-16); e os snoRNA, envoMdos na modi- 
ficagao do rRNA (ver Figura 26-25). Todos os RNA que nao 
codificam proteinas, incluindo os rRNA e tRNA, recebem 
a designagao geral de ncRNA (RNA nao codificadores, do 
ingles noncoding RNA) . Os genomas de mamiferos pare- 
cem codificar mais RNAnc do que mRNA codificadores (ver 
Quadro 26-4). De modo nao surpreendente, classes funcio- 
nais adicionais de RNAnc ainda estao sendo descobertas. 

Muitos dos exemplos encontrados recentemente intera- 
gem com proteinas em vez de com RNA, e afetam o funcio- 
namento das proteinas ligadas. 0 SRA que funciona como 
um coativador dos genes sensiveis ao hormonio esteroide 
e um exemplo: ele afeta a ativagao da transcrigao. A res- 
posta de cheque termico em celulas humanas fornece outro 
exemplo. 0 fator de cheque termico 1 (HSFl) e uma pro- 
teina ativadora que, em celulas nao estressadas, existe em 
forma de monomero ligado pela chaperona Hsp90. Sob con- 
digoes de estresse, o HSFl e liberado da Hsp90 e trimeriza. 
0 trimero do HSFl se liga ao DNA e ativa a transcrigao de 
genes cujos produtos sao necessaries para lidar com o es¬ 
tresse. Um ncRNA chamado HSRl (RNA de cheque termico 
1; —600 nucleotideos) estimula a trimerizagao do HSFl e 
a ligagao do DNA. 0 HSRl nao atua sozinho; ele funciona 
em um complexo com o fator de alongamento da tradugao 
eEFlA. 

RNA adicionais afetam a transcrigao de varias maneiras. 
Alem do seu papel no splicing (ver Figura 26-16), o snRNA 
U1 se liga diretamente ao fator de transcrigao TFIIH. Sua 
fungao nesse contexto ainda nao esta clara, mas ele pode 
regular o TFIIH ou afetar a associagao entre transcrigao e 
splicing, ou ambos. Um ncRNA de 331 nucleotideos cha¬ 
mado 7SK, abundante em mamiferos, se liga ao fator pTE- 
Fb de alongamento da transcrigao da Pol II (ver Tabela 26- 
2) e reprime o alongamento do transcrito. Outro ncRNA, 


B2 (—178 nucleotideos), se liga diretamente a Pol II du¬ 
rante o cheque termico e reprime a transcrigao. A Pol II 
ligada ao B2 se reune em PIC estaveis, mas a transcrigao e 
bloqueada. 0 RNA B2, portanto, interrompe a transcrigao 
de varies genes durante o cheque termico, e o mecanismo 
que permite que os genes sensiveis a HSFl se expressem na 
presenga de B2 ainda precisa ser desvendado. 

Os papeis reconhecidos desempenhados por ncRNA na 
expressao genica e em muitos outros processes celulares 
estao se expandindo rapidamente. Ao mesmo tempo, o es- 
tudo da bioquimica da regulagao genica esta se tornando 
muito menos centrado em proteinas. 

0 desenvolvimento e controlado por cascatas de 
proteinas regulatorias 

Em virtude de sua absoluta complexidade e coordenagao 
intricadas, os padroes de regulagao genica que acarretam o 
desenvolvimento de um zigoto em animais ou plantas pluri- 
celulares nao apresentam paralelo. 0 desenvolvimento pre¬ 
cise de transigoes na morfologia e na composigao de protei¬ 
nas que dependem de alteragoes fortemente coordenadas 
na expressao do genoma. Mais genes sao expresses durante 
o desenvolvimento inicial do que em qualquer outra fase 
do ciclo de vida. Por exemplo, no ourigo-do-mar, um oocito 
tern cerca de 18.500 mRNA diferentes, comparados com os 
cerca de 6.000 mRNA diferentes nas celulas de um tecido 
diferenciado tipico. Os mRNA no oocito dao origem a uma 
cascata de eventos que regulam a expressao de muitos ge¬ 
nes tanto ao longo do tempo quanto do espago. 

Varies organismos emergiram como sistemas modelo 
importantes para o estudo do desenvolvimento, porque sao 
faceis de serem mantidos em laboratorio e tern tempos de 
geragao relativamente curtos. Eles incluem nematodeos, 
moscas-da-fruta, peixes-zebra, camundongos e a planta 
Arabidopsis. Essa discussao se concentra no desenvolvi¬ 
mento da mosca-da-fruta. Nossa compreensao dos eventos 
moleculares durante o desenvolvimento de Drosophila me- 
lanogaster esta particularmente avangada e pode ser usada 
para ilustrar padroes e principios de significado geral. 

0 ciclo de vida da mosca-da-fruta inclui a metamorfo- 
se completa durante sua progressao de um embriao para 


FIGURA 28-36 Ciclo de vida da mos- 
ca-da-fruta Drosophila melanogaster, 

A Drosophila passa por metamorfose 
completa, ou seja, a forma do inseto adul- 
to e radicalmente diferente daquelas dos 
seus estagios imaturos, uma transforma- 
pao que precisa de alteragoes extensas 
durante o desenvolvimento. Ao final do 
estagio embrionario, os segmentos se 
formaram, cada um contendo estruturas 
especializadas a partir das quais se de- 
senvolverao os varios apendices e outras 
caracteristicas da mosca adulta. 
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FIGURA 28-37 Desenvolvimento inicial em Drosophila, Durante o 
desenvolvimento do ovo, os mRNA maternos (incluindo os transcritos dos 
genes bicoid e nanos, discutidos no texto) e as proteinas sao depositadas no 
oocito em desenvolvimento (celula ovo nao fecundada) por celulas prote- 
toras e foliculares. Apos a fecundapao, os dois nucleos do ovo fecundado se 
dividem em sincronia no interior do citoplasma comum (sincicio), migrando 
entao para a periferia. Invaginapoes de membrana envolvem os nucleos para 
criar uma monocamada de celulas na periferia; esse e o estagio de blastoder- 
me celular. Durante as divisoes nucleares iniciais, varios nucleos na extremi- 
dade posterior se tornam celulas polo, que mais tarde se tornam celulas da 
linhagem germinativa. 


um adulto (Figura 28-36). Entre as caracteristicas mais 
importantes do embriao estao sua polaridade (as partes 
anteriores e posteriores do animal sao prontamente reco- 
nhecidas, bem como suas partes dorsal e ventral) e sua 
metameria (o corpo do embriao e composto por segmen- 
tos repetidos em serie, cada um deles com tragos caracte- 
risticos). Durante o desenvolvimento, esses segmentos se 
organizam em cabega, torax e abdome. Cada segmento do 
torax do adulto tern um conjunto diferente de apendices. 0 
desenvolvimento desse padrao complexo esta sob controle 
genetico e foram descobertos varios genes reguladores de 
padroes que afetam drasticamente a organizagao do corpo. 

0 ovo de Drosophila, junto com 15 celulas protetoras, e 
circundado por uma camada de celulas foliculares (Figura 
28-37). A medida que a celula ovo se forma (antes da fe- 
cundagao), os mRNA e proteinas que se originam das celu¬ 
las protetoras e foliculares sao depositados no interior da 
celula-ovo, onde alguns deles desempenham um papel criti- 
co no desenvolvimento. Assim que um ovulo fecundado e 
depositado, seu nucleo se divide e sens nucleos descenden- 
tes continuam a se dividir em sincronia a cada 6 a 10 minu¬ 
tes. Membranas plasmaticas nao se formam em torno dos 
nucleos, distribuidos no interior do citoplasma do ovo (for- 
mando um sincicio). Entre a oitava e nona rodadas da divi- 
sao nuclear, os nucleos migram para a camada externa do 
ovo, formando uma monocamada de nucleos envolvendo o 
citoplasma comum rico em vitelo; trata-se da sincicio blas- 
toderme. Apos algumas divisoes adicionais, as invaginagoes 
de membrana envolvem os nucleos para criar uma camada 
de celulas que formam uma blastoderme celular. Nesse es¬ 
tagio, os ciclos mitoticos nas varias celulas perdem sua sin¬ 
cronia. 0 destine do desenvolvimento das celulas e deter- 
minado pelos mRNA e proteinas originalmente depositados 
no ovo pelas celulas protetoras e foliculares. 

As proteinas que, por meio de alteragoes na concentra- 
gao local on atividade, fazem o tecido circundante adotar 
um formate on estrutura particular, sao algumas vezes cha- 
madas de morfogenos; elas sao os produtos de genes re¬ 
guladores de padroes. Como 
definido por Christiane 
Niisslein-Volhard, Edward 
B. Lewis e Eric F. Wieschaus, 
tres classes principals de 
genes reguladores de pa¬ 
drao - genes maternos, de 
segmentagao e homeoticos 
- funcionam em estagios su- 
cessivos do desenvolvimento 
Christiane Nusslein-Volhard para especificar as carac- 
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teristicas basicas do corpo do embriao de Drosophila. Os 
genes maternos sao expressos no ovulo nao fertilizado e 
os mRNA maternos resultantes permanecem dormentes 
ate a fertilizagao. Eles fornecem a maioria das protemas 
necessarias bem no inicio do desenvolvimento, ate que a 
blastoderme celular esteja formada. Algumas das protemas 
codificadas por mRNA maternos dirigem a organizagao es- 
pacial do embriao em desenvolvimento nos estagios iniciais, 
estabelecendo sua polaridade. Os genes de segmenta- 
gao, transcritos apos a fecundagao, orientam a formagao 
do numero adequado de segmentos corporals. Pelo menos 
tres classes de genes de segmentagao atuam em estagios 
sucessivos: os genes gap dividem o embriao em desenvol¬ 
vimento em varias regioes grandes e os genes pair-rule, 
junto com os genes da polaridade do segmento, definem 
14 listras que se tornam os 14 segmentos de um embriao 
normal. Os genes homeoticos sao expressos ainda mais 
tarde; eles especificam quais orgaos e apendices irao se de- 
senvolver em segmentos corporals especificos. 

Os varios genes regulatorios nessas tres classes orien¬ 
tam o desenvolvimento da mosca adulta, com cabega, to- 
rax e abdome, com o numero adequado de segmentos, e 
com os apendices corretos em cada segmento. Embora 
a embriogenese leve cerca de um dia para se completar, 
todos esses genes sao ativados durante as primeiras qua- 
tro boras. Alguns mRNA e protemas estao presentes por 
apenas alguns minutos em pontos especificos durante esse 
periodo. Alguns dos genes codificam fatores de transcri- 
gao que afetam a expressao de outros genes em um tipo 
de cascata de desenvolvimento. Tambem ocorre regulagao 
no nivel da tradugao e muitos dos genes reguladores codi¬ 
ficam repressores de tradugao, a maioria dos quais se liga 
a 3'-UTR do mRNA (Figura 28-34). Como muitos mRNA 
sao depositados no ovo muito antes de sua tradugao ser 
necessaria, a repressao da tradugao fornece uma ampla via 
especialmente importante para a regulagao em vias de de¬ 
senvolvimento. 

Genes maternos Alguns genes maternos sao expressos no 
interior das celulas protetoras e foliculares e alguns no pro- 
prio ovo. No ovulo nao fertilizado de Drosophila, os pro- 
dutos dos genes maternos estabelecem dois eixos - ante¬ 
roposterior e dorsoventral - e assim definem quais regioes 
do ovo radialmente simetrico se desenvolverao na cabega e 
abdome e na parte de cima e de baixo da mosca adulta. Se 
todas as celulas se dividissem para produzir duas celulas- 
-filhas identicas, os organismos pluricelulares nunca seriam 
mais do que uma bola de celulas identicas. A produgao de 


diferentes destines celulares necessita de divisoes celulares 
assimetricas programadas. Um evento chave no desenvolvi¬ 
mento inicial e o estabelecimento de gradientes de RNA e 
protemas ao longo dos eixos corporals. Alguns mRNA ma¬ 
ternos tern produtos proteicos que se difundem atraves do 
citoplasma para criar uma distribuigao assimetrica no ovo. 
Portanto, diferentes celulas na blastoderme celular herdam 
diferentes quantidades dessas protemas, colocando as ce¬ 
lulas em diferentes vias de desenvolvimento. Os produtos 
dos mRNA maternos incluem ativadores ou repressores 
de transcrigao, bem como repressores de tradugao, todos 
regulando a expressao de outros genes reguladores de pa- 
drao. Os padroes resultantes especificos e sequencias de 
expressao genica diferem, portanto, entre diferentes linha- 
gens celulares, em ultima analise orquestrando o desenvol¬ 
vimento de cada estrutura do adulto. 

0 eixo anteroposterior em Drosophila e definido pelo 
menos em parte pelos produtos dos genes hicoid e nanos. 
0 produto do gene bicoid e um importante morfogeno an¬ 
terior e o produto do gene nanos e um importante morfo¬ 
geno posterior. 0 mRNA do gene hicoid e sintetizado pelas 
celulas protetoras e depositado no ovo nao fertilizado perto 
do seu polo anterior. Ntisslein-Volhard descobriu que esse 
mRNA e traduzido logo apos a fecundagao, e a proteina Bi¬ 
coid se difunde atraves da celula para criar, na setima di- 
visao nuclear, um gradiente de concentragao irradiando a 
partir do polo anterior (Figura 28-38a). A proteina Bicoid 
e um fator de transcrigao que ativa a expressao de varios 
genes de segmentagao; a proteina contem um homeodomi- 
nio (p. 1163). A Bicoid tambem e um repressor de tradu¬ 
gao que inativa certos mRNA. As quantidades de proteina 
Bicoid em varias partes do embriao afetam a expressao 
seguinte de outros genes de uma maneira dependente de 
limiar. Os genes sao ativados por transcrigao ou reprimi- 
dos por tradugao apenas onde a concentragao de proteina 
Bicoid excede o limite. Mudangas na forma do gradiente de 
concentragao de Bicoid apresentam efeitos drasticos no pa- 
drao do corpo. A ausencia de proteina Bicoid resulta no de¬ 
senvolvimento de um embriao com dois abdomes, mas sem 
cabega ou torax (Figura 28-38b); entretanto, embrioes sem 
Bicoid irao se desenvolver normalmente se uma quantidade 
adequada de mRNA hicoid for injetada no ovo na extre- 
midade apropriada. 0 gene nanos tern um papel analogo, 
mas o seu mRNA e depositado na extremidade posterior 
do ovo e o gradiente anteroposterior de proteina atinge seu 
pico no polo posterior. A proteina Nanos e um repressor da 
tradugao. 

Um olhar mais amplo dos efeitos dos genes maternos re¬ 
vela o esbogo de um circuito de desenvolvimento. Alem dos 
mRNA hicoid e nanos, depositados assimetricamente no 
ovo, varios outros mRNA maternos sao depositados unifor- 
memente no citoplasma do ovo. Tres desses mRNA codifi¬ 
cam as proteinas Pumilio, Hunchback e Caudal, todas afeta- 
das por nanos e hicoid (Figura 28-39). Caudal e Pumilio 
estao envoMdas no desenvolvimento da extremidade pos¬ 
terior da mosca. Caudal e uma ativadora da transcrigao com 
um homeodominio; Pumilio e um repressor de tradugao. A 
proteina Hunchback desempenha um papel importante no 
desenvolvimento da extremidade anterior e tambem e um 
regulador da transcrigao de varios genes, em alguns cases 
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FIGURA 28-38 Distribui^ao de um produto do gene materno em um 
ovo de Drosophila, (a) Micrografia de um ovo marcado imunologica- 
mente, mostrando a distribuigao do produto do gene bicoid (bed). 0 grafico 
mede a intensidade da marcagao. Essa distribuigao e essencial para o de- 
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senvolvimento normal das estruturas anteriores. (b) Se o gene bed nao for 
expresso pela mae (mutante bcd~/bcd~) e, portanto, nenhum mRNA bicoid 
for depositado no ovo, o embriao resultante tern duas regioes posteriores (e 
logo morre). 


A tradugao do mRNA e difusao dos produtos 
cria gradientes de concentragao no embriao 


Anterior Posterior 



Pulmilio e distribuida 
uniformemente, mas precisa de 
Nano para reprimir Hunchback; 
funciona apenas na regiao posterior 


um regulador positive, em outros casos, negative. A Bicoid 
suprime a tradugao de caudal na extremidade anterior e 
tambem atua como ativador da transcrigao de hunchback 
na blastoderme celular. Como hunchback e expresso tanto 
a partir de mRNA quanto de genes no ovo em desenvoM- 
mento, ele e considerado tanto um gene materno quanto 
um gene de segmentagao. 0 resultado das atividades de 
Bicoid e um aumento da concentragao de Hunchback na 
extremidade anterior do ovo. As proteinas Nanos e Pumilio 
atuam como repressores de tradugao de hunchback, supri- 
mindo a sintese de sua proteina proximo da extremidade 
posterior do ovo. Pumilio nao funciona na ausencia da pro- 
teina Nanos, e o gradiente da expressao de Nanos confina 
a atividade de ambas as proteinas a regiao posterior. A re- 
pressao da tradugao do gene hunchback leva a degradagao 
do mRNA de hunchback perto da extremidade posterior. 
Entretanto, a ausencia de Bicoid na extremidade posterior 


FIGURA 28-39 Circuitos regulatorios do eixo anteroposterior em um 
ovo de Drosophila. Os mRNA bicoid e nanos estao localizados perto dos 
polos anterior e posterior, respectivamente. Os mRNA caudal, hunchback e 
pumilio estao distribuidos uniformemente por todo o citoplasma do ovo. Os 
gradientes das proteinas Bicoid (Bed) e Nanos afetam a expressao dos mRNA 
caudal e hunchback como mostrado, levando a acumulagao da proteina 
Hunchback na regiao anterior e de proteina Caudal na regiao posterior do 
ovo. Como a proteina Pumilio precisa da proteina Nanos para sua atividade 
como um repressor da tradugao de hunchback, ela funciona apenas na ex¬ 
tremidade posterior. 














1190 DAVID L. NELSON & MICHAEL M. COX 


leva a expressao de caudal. Desse mode, as protemas Hun¬ 
chback e Caudal se tornam distribuidas assimetricamente 
distribmdas no ovo. 

Genes de segmenta^ao Genes gap, genes pair-rule e genes 
de polaridade de segmentos, tres subclasses de genes de 
segmentagao em Drosophila, sao ativados em estagios 
sucessivos do desenvoMmento embrionario. A expressao 
dos genes gap e geralmente regulada pelos produtos de 
um ou mais genes maternos. Pelo menos alguns dos genes 
gap codificam fatores de transcrigao que afetam a expres¬ 
sao de outros genes de segmentagao ou (posteriormente) 
genes homeoticos. 

Um gene de segmentagao bem caracterizado efushi ta- 
razu (ftz\ da subcl^sse pair-rule. QuRndo ftz e deletado, 
o embriao desenvolve 7 segmentos em vez dos 14 normals, 
cada segmento duas vezes a largura normal. A protema 
Fushi-tarazu (Ftz) e um ativador de transcrigao com um 
homeodommio. Os mRNA e protemas derivadas do gene 
ftz normal acumulam em um padrao impressionante de 
sete listras que envolvem os dois tergos posteriores do em¬ 
briao (Figura 28-40) . As listras demarcam as posigoes de 
segmentos que se desenvolvem mais tarde; esses segmen¬ 
tos sao eliminados se o funcionamento ddiftz e perdido. A 
protema Ftz e algumas poucas protemas regulatorias simi- 
lares regulam direta ou indiretamente a expressao de um 
grande numero de genes na cascata de desenvoMmento 
continua. 

Genes homeoticos Um conjunto de 8 a 11 genes homeoti¬ 
cos dirige a formagao de estruturas particulares em locals 
especificos no piano corporal. Esses genes sao agora mais 
comumente chamados de genes Hox, termo derivado 
de ''homeobox'\ a sequencia genica conservada que co- 
difica o homeodommio e esta presente em todos esses 
genes. Apesar do nome, essas nao sao as unicas protei- 


nas relacionadas ao desenvoMmento que incluem um 
homeodommio (p. ex., o produto do gene hicoid descri- 
to acima tern um homeodommio), e “Hox” e mais uma 
classificagao funcional do que estrutural. Os genes Hox 
estao organizados em grupos genomicos. Drosophila tern 
um desses grupos e os mamiferos tern quatro (Figura 
28-41). Os genes nesses grupos sao notavelmente seme- 
Ihantes de nematodeos ao homem. Em Drosophila, cada 
um dos genes Hox e expresso em um segmento particular 
do embriao e controla o desenvoMmento da parte cor- 
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FIGURA 28-40 Distribui^ao do produto do gene fushi-tarazu (ftz) em 
embrioes iniciais de Drosophila, (a) Empregando uma metodologia de 
marcagao gene-especifica, o produto genico pode ser detectado em sete 
bandas em torno da circunferencia do embriao. Essas bandas (b) aparecem 
como pontos escuros (geradas por um marcador radioativo) em uma au- 
torradiografia de secgao transversal e demarcam as margens anteriores dos 
segmentos que aparecerao no embriao tardio. 
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FIGURA 28-41 Os grupos de genes Hox e seus efeitos no desenvol- 
vimento. (a) Cada gene Hox na mosca-da-fruta e responsavel pelo desen- 
volvimento de estruturas em uma parte definida do corpo e e expressa em 
regioes definidas do embriao, como mostrado aqui com codigos de cores, 
(b) Drosophilalem um grupo de genes Hox; o genoma humano tern quatro. 
Muitos desses genes sao altamente conservados em animais pluricelulares. 
Relagoes evolutivas, indicadas pelos alinhamentos de sequencia entre o 
grupo de genes Hox em Drosophila e aqueles nos grupos de genes Hox em 
mamiferos, sao mostradas por linhas tracejadas. Relagoes semelhantes entre 
quatro conjuntos de genes Hox de mamiferos sao indicadas por alinhamen- 
to vertical. 
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FIGURA 28-42 Efeitosde mutates nos genes HoxemDrosopbiVa. (a) otico {bithorax) em que urn segmento se desenvolveu incorretamente para 

Cabeqa normal, (b) Mutante homeotico {antennopedia) em que as antenas produzir urn conjunto extra de asas. 

sao substituidas por patas. (c) Estrutura corporal normal, (d) Mutante home- 


respondente da mosca adulta. A terminologia usada para 
descrever os genes Hox pode ser confusa. Eles tern no- 
mes historicos na mosca-da-fruta (p. ex., ultrahithorax\ 
enquanto em mamiferos sao designados por dois sistemas 
concorrentes com base em grupos de letras (A, B, C, D) 
on numeros (1, 2, 3, 4). 

A perda dos genes Hox em moscas-da-fruta por mu- 
tagao on delegao provoca o aparecimento de um apen- 
dice normal on estrutura corporal em uma posigao cor¬ 
poral inadequada. Um exemplo importante e o gene 
ultrahithorax (ubx^. Quando o funcionamento de Ubx 
e perdido, o primeiro segmento abdominal se desenvolve 
incorretamente, tendo a estrutura do terceiro segmento 
toracico. Outras mutagoes homeoticas conhecidas provo- 
cam a formagao de um conjunto extra de asas, on duas 
patas na posigao da cabega em que antenas sao normal- 
mente encontradas (Figura 28-42). Geralmente os ge¬ 
nes Hox abrangem longas regioes do DNA. 0 gene uhx, 
por exemplo, tern 77.000 pb de comprimento. Mais de 
73.000 pb desse gene sao introns, um dos quais tern mais 
de 50.000 pb de comprimento. A transcrigao do gene uhx 
leva aproximadamente uma bora. Acredita-se que o atra- 
so que isso impoe a expressao genica de uhx seja um me- 
canismo de tempo envolvido na regulagao temporal das 
etapas seguintes do desenvolvimento. Muitos genes Hox 
sao regulados adicionalmente por miRNA codificados por 
regioes intergenicas de grupos de genes Hox. Todos os 
produtos de genes Hox sao em si fatores de transcrigao 
que regulam a expressao de uma serie de genes situados 
a jusante. A identificagao desses alvos situados a jusante 
esta em andamento. 

Muitos dos principios de desenvolvimento destaca- 
dos anteriormente se aplicam a outros eucariotos, de ne- 
matodeos a humanos. Algumas das proteinas reguladoras 
sao conservadas. Por exemplo, os produtos dos genes que 


contem homeobox HOXA7 em camundongos e antenna- 
pedia em mosca-da-fruta diferem em apenas um residue 
de aminoacido. E claro que, embora os mecanismos regu- 
latorios moleculares possam ser semelhantes, muitos dos 
eventos finais do desenvolvimento nao sao conservados (os 
seres humanos nao tern asas ou antenas). Os diferentes re- 
sultados sao devidos a diferengas nos genes-alvo a jusante 
controlados pelos genes Hox. A descoberta de determinan- 
tes estruturais com fungoes moleculares identificaveis e a 
primeira etapa na compreensao dos eventos moleculares 
subjacentes ao desenvolvimento. A medida que mais genes 
e sens produtos proteicos forem descobertos, o lado bioqui- 
mico desse vasto quebra-cabega sera elucidado em detalhes 
cada vez mais ricos. 

Celulas-tronco tern potencial de desenvolvimento que 
pode ser controlado 

Entendendo o desenvolvimento e os mecanismos da regu¬ 
lagao genica por tras dele, e possivel controla-lo. Um hu¬ 
mane adulto tern muitos tipos de tecidos diferentes. Muitas 
das celulas se diferenciam definitivamente e nao mais se 
dividem. Se um orgao funciona defeituosamente em razao 
de doenga ou um membro e perdido em um acidente, os te¬ 
cidos nao sao prontamente repostos. A maioria das celulas 
nao e facilmente reprogramada em virtude dos processes 
regulatorios em curso ou mesmo devido a perda de par¬ 
te ou de todo o DNA genomico. A medicina possibilitou a 
realizagao de transplantes, mas os doadores de drgaos sao 
uma fonte limitada e a rejeigao de drgaos permanece um 
importante problema medico. Se os seres humanos conse- 
guissem regenerar sens prdprios drgaos, membros ou teci- 
do nervoso, a rejeigao nao seria mais um problema. Curas 
reals para a falencia renal ou disturbios neurodegenerati- 
vos se tornariam realidade. 
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A chave para a regeneragao de tecidos se encontra nas 
celulas-tronco - celulas que retiveram a capacidade de se 
diferenciar em varies tecidos. Em seres humanos, depois 
que um ovule e fecundado, as primeiras divisoes celulares 
criam uma bola de celulas totipotentes (a morula), ce¬ 
lulas com a capacidade de se diferenciar individualmente 
em qualquer tecido ou mesmo em um organismo comple¬ 
te (Figura 28-43). A divisao celular continua produz uma 
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FIGURA 28-43 Celulas-tronco totipotentes e plurlpotentes. As celulas 
do estagio de morula sao totipotentes e tern a capacidade de se diferenciar 
em um organismo completo. A fonte de celulas-tronco embrionarios pluri- 
potentes e a massa interna de celulas do blastocisto. As celulas plurlpotentes 
dao origem a varies tipos de tecidos, mas nao formam organismos completes. 


bola oca, um blastocisto. As celulas mais externas do blas¬ 
tocisto acabam formando a placenta. As camadas mais in- 
ternas formam as camadas germinativas do feto em desen- 
volvimento - o ectoderma, mesoderma e endoderma. Essas 
celulas sao plurlpotentes: originam celulas de todas as 
tres camadas germinativas e se diferenciam em muitos ti¬ 
pos de tecidos. Entretanto, nao se diferenciam em um orga¬ 
nismo completo. Algumas dessas celulas sao unipotentes: 
desenvolvem-se em apenas um tipo de celula e/ou tecido. 
Sao as celulas plurlpotentes do blastocisto, as celulas- 
-tronco embrionarias, atualmente usadas na pesquisa de 
celulas-tronco embrionarias. 

As celulas-tronco tern duas fungoes: repor a si mesmas 
e, ao mesmo tempo, fornecer celulas que podem se diferen¬ 
ciar. Essas tarefas sao realizadas de muitas maneiras (Fi¬ 
gura 28-44a). Todas ou parte das celulas-tronco embrio¬ 
narias podem, em principio, estar envoMdas na reposigao, 
diferenciagao ou ambos. 

Outros tipos de celulas-tronco tern o potencial de 
serem usados para fins medicos. No organismo adulto, 
celulas-tronco adultas, como produtos de diferencia¬ 
gao adicional, tern um potencial mais limitado de desen- 
voMmento posterior do que as celulas-tronco embriona¬ 
rias. For exemplo, as celulas-tronco hematopoieticas da 
medula ossea podem dar origem a muitos tipos de celu¬ 
las sangumeas e tambem a celulas com a capacidade de 
regenerar ossos. Elas sao chamadas de multipotentes. 
Entretanto, essas celulas nao podem se diferenciar em 
um figado, rim ou neuronio. Frequentemente se diz que 
as celulas-tronco adultas tern um nicho, microambiente 
que promove a manutengao da celula-tronco, enquanto ao 
mesmo tempo permite a diferenciagao de algumas celu- 
las-filhas como substitutas das celulas no tecido em que 
atuam (Figura 28-44b). As celulas-tronco hematopoieticas 
na medula ossea ocupam um nicho em que a sinalizagao de 
celulas vizinhas e outras dicas mantem a linhagem de celu¬ 
las-tronco. Ao mesmo tempo, algumas celulas-filhas se di¬ 
ferenciam para fornecer as celulas sangumeas necessarias. 
Compreender o nicho em que as celulas-tronco operam, e 
os sinais que o nicho fornece, e essencial nos esforgos para 
aproveitar o potencial das celulas-tronco para a regenera- 
gao de tecidos. 

Todas as celulas-tronco tern problemas em relagao as 
aplicagoes medicas no homem. As celulas-tronco adul¬ 
tas tern uma capacidade limitada de regenerar tecidos, 
estao presentes geralmente em numero pequeno e sao 
dificeis de serem isoladas de um humano adulto. Celulas- 
-tronco embrionarias tern um potencial de diferenciagao 
muito maior e podem ser mantidas em meio de cultura 
para gerar grande numero de celulas. Entretanto, seu uso 
e acompanhado por preocupagoes eticas relacionadas a 
necessaria destruigao de embrioes humanos. A identifi- 
cagao de uma fonte de celulas-tronco abundante e clini- 
camente util, que nao suscite preocupagoes, permanece 
um objetivo central da pesquisa medica. A capacidade de 
manter celulas-tronco em cultura (ou seja, mante-las em 
estado indiferenciado) e manipula-las para crescer e se 
diferenciar em tecidos particulares resulta, em grande 
parte, da compreensao da biologia do desenvoMmento. A 
identificagao e a manutengao em cultura de celulas-tron¬ 
co plurlpotentes de blastocistos humanos foram relatadas 
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FIGURA 28-44 A prolifera^ao de celulas-tronco versus diferencia^ao 
e desenvolvimento. As celulas-tronco devem encontrar urn equilibrio en- 
tre autorrenovaqao e diferenciaqao. (a) Alguns padroes possiveis de divisao 
celular que permitem o reabastecimento de celulas-tronco e a produqao de 
algumas celulas diferenciadas. Cada celula pode produzir uma celula-tronco 
e uma celula diferenciada, duas celulas diferenciadas ou duas celulas-tronco 
em partes definidas do tecido ou cultura. Ou pode ser estabelecido urn gra- 
diente de condiqoes de crescimento, com os destinos das celulas diferindo 
de uma extremidade do gradiente para a outra. (b) Estabelecendo urn nicho 
de desenvolvimento pelo contato de celulas-tronco com uma celula ou gru- 
po de celulas. Sinais moleculares fornecidos pelas celulas nicho (neste caso, 
para plantas, uma celula da ponta distal) ajudam a orientar o fuso mitotico 
para a divisao das celulas-tronco e asseguram que uma celula-filha retenha 
as propriedades de celula-tronco. 


por James Thomson e colabo- 
radores em 1998. Esse avango 
levou a disponibilidade de Ion- 
go prazo de linhagens celulares 
consagradas para pesquisa. 

Ate agora, as celulas-tronco 
embrionarias de humanos e ca- 
mundongos foram usadas na 
maior parte das pesquisas. Em- 
bora ambos os tipos de celulas- 
-tronco sejam pluripotentes, 
James Thomson eles precisam de condigoes de 



cultura muito diferentes, otimizadas para permitir a di¬ 
visao celular indefinidamente sem diferenciagao. As ce¬ 
lulas-tronco embrionarias de camundongos crescem em 
uma camada de gelatina e precisam da presenga de um 
fator de inibigao de leucemia (LIE). As celulas-tronco 
embrionarias humanas crescem em uma camada de ali- 
mentagao de fibroblastos embrionarios de camundongo e 
precisam do basico fator de crescimento de fibroblastos 
(bFGF ou FGF2). 0 uso de uma camada de alimentagao 
implica que as celulas de camundongo estejam fornecen- 
do um produto difusivel ou algum sinal de superficie, ain- 
da desconhecido, que e necessario para as celulas-tronco 
humanas para promover a divisao celular ou impedir a 
diferenciagao. 

Um avango significativo, registrado em 2007, se baseia 
no sucesso em reverter a diferenciagao. De fato, celulas da 
pele - primeiro de camundongos, depois de humanos - fo¬ 
ram reprogramadas para assumir as caracteristicas de ce¬ 
lulas-tronco pluripotentes. Com reprogramagao e manipu- 
lagoes, as celulas expressam pelo menos quatro fatores de 
transcrigao (Oct4, Sox2, Nanog e Lin28), todos conhecidos 
por ajudarem a manter o estado de celula-tronco. Avangos 
graduais nessa tecnologia podem tornar desnecessario o 
cultivo de celulas-tronco embrionarias e fornecer uma fonte 
de celulas-tronco geneticamente adequada a um paciente 
prospectivo. 

A discussao sobre a regulagao do desenvolvimento e 
celulas-tronco nos remote para um inicio bioquimico - tan- 
to figurativamente quanto literalmente. A evolugao fornece 
apropriadamente a primeira e a ultima palavra deste livro. 
Se a evolugao deve gerar o tipo de alteragoes associadas a 
uma especie diferente, trata-se do programa de desenvol¬ 
vimento que deve ser afetado. Os processes de desenvolvi¬ 
mento e evolutivos estao intimamente associados, cada um 
informando o outro (Quadro 28-1). 0 estudo continue da 
bioquimica tern tudo a ver com o enriquecimento do future 
da humanidade e a compreensao de nossas origens. 

RESUMO 28.3 Regulagao da expressao genica em eucariotos 

► Em eucariotos, a regulagao positiva e mais comum do 
que a regulagao negativa e a transcrigao e acompanhada 
por grandes alteragoes na estrutura da cromatina. 

► Em geral, promotores para a Pol II tern uma TATA box e 
sequencia Inr, bem como multiples sitios de ligagao para 
ativadores de transcrigao. Esses ultimos sitios, algumas 
vezes localizados centenas ou milhares de pares de ba¬ 
ses distantes da TATA box, sao chamados de sequencias 
ativadoras a montante em leveduras e potenciadores em 
eucariotos superiores. 

► Grandes complexes de proteinas sao geralmente neces¬ 
saries para regular a atividade de transcrigao. Os efei- 
tos dos ativadores de transcrigao na Pol II sao mediados 
pelos complexes de proteinas coativadoras tais como 
Mediador. As estruturas modulares dos ativadores tern 
ativagao e dominies de ligagao do DNA distintos. Outros 
complexes proteicos, incluindo as histonas acetiltrans- 
ferases e complexes dependentes de ATP tais como 
SWI/SNF e NURF, remodelam reversivamente e modifi- 
cam a estrutura da cromatina. 
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Sobre barbatanas, asas, bicos e outras curiosidades 


A America do Sul tern varias especies de tentilhoes co- 
medores de sementes, comumente chamados de tizius. 
Cerca de tres milhoes de anos atras, um pequeno grupo 
de tizius, de uma unica especie, algou voo da costa conti¬ 
nental, no Pacifico. Talvez levados por uma tempestade, 
eles perderam de vista a terra e viajaram aproximada- 
mente 1.000 km. Pequenos passaros como esses pode- 
riam ter morrido nessa jornada, mas uma chance infima 
levou esse grupo a uma ilha vulcanica recentemente for- 
mada em um arquipelago mais tarde conhecido como Ga¬ 
lapagos. Tratava-se de um cenario virgem, com plantas e 
insetos inexplorados como fontes de alimento, e os tenti¬ 
lhoes recem-chegados sobreviveram. Ao longo dos anos, 
novas ilhas se formaram e foram colonizadas por novas 
plantas e insetos - e pelos tentilhoes. Os passaros explo- 
raram os novos recursos nas ilhas e grupos de passaros 
gradualmente se especializaram e divergiram em novas 
especies. Quando Charles Darwin pisou nas ilhas em 
1835, havia muitas especies diferentes de tentilhoes nas 
varias ilhas do arquipelago, se alimentando de sementes, 
frutos, insetos, polen ou mesmo sangue. 

A diversidade de criaturas vivas foi uma fonte de 
admiragao para o homem muito antes de os cientistas 
procurarem entender suas origens. A visao extraordina- 
ria transmitida por Darwin, inspirada em parte por seu 
encontro com os tentilhoes de Galapagos, forneceu uma 
explicagao ampla para a existencia de organismos com 
diversidade nas aparencias e nas caracteristicas. Ela tam- 
bem deu origem a muitas questoes acerca dos mecanis- 
mos envoMdos na evolugao. Respostas aquelas questoes 
comegaram a aparecer, primeiro pelo estudo dos geno- 
mas e do metabolismo de acidos nucleicos na ultima me- 
tade do seculo vinte e, mais recentemente, por meio do 
emergente campo apelidado de evo-devo - mistura da 
biologia evolutiva e biologia do desenvoMmento. 

Na sua sintese moderna, a teoria da evolugao apre- 
senta dois elementos principals: mutagoes em uma popu- 
lagao geram diversidade genetica; a selegao natural entao 
atua nessa diversidade para favorecer os individuos com 
ferramentas genomicas mais uteis e desfavorecer outros. 
As mutagoes ocorrem em taxas significativas no genoma 
de todos os individuos, em todas as celulas (ver Segao 8.3 
e Figura 25-20). Mutagoes vantajosas em organismos uni- 
celulares ou na linhagem germinativa de organismos plu- 


ricelulares podem ser herdadas (isto e, passadas para um 
numero maior da sua prole) se elas Ihe conferirem uma 
vantagem. E um esquema simples. Muitos se pergunta- 
ram, porem, se isso e suficiente para explicar, por exem- 
plo, os muitos tipos de bicos diferentes nos tentilhoes de 
Galapagos, ou a diversidade de tamanho e forma entre os 
mamiferos. Ate decadas recentes, existiam varias hipote- 
ses amplamente aceitas a respeito do processo evolutivo: 
que muitas mutagoes e novos genes seriam necessaries 
para dar origem a uma nova estrutura fisica; que organis¬ 
mos mais complexes teriam genomas maiores, e que es¬ 
pecies muito diferentes teriam poucos genes em comum. 
Todas essas hipoteses estavam erradas. 

A genomica moderna revelou que o genoma huma¬ 
ne contem menos genes do que esperado - nao muitos 
a mais do que o genoma da mosca-da-fruta, e menos 
do que os genomas de alguns anfibios. Os genomas de 
todos os mamiferos, de camundongos a humanos, sao 
surpreendentemente semelhantes em numero, tipo e 
arranjo cromossomico de genes. Enquanto isso, a evo- 
-devo esta nos informando como criaturas complexas e 
muito diferentes podem evoluir a partir dessas realida¬ 
des genomicas. 

Os tipos de organismos mutantes mostrados na Fi¬ 
gura 28-42 foram estudados pelo biologo ingles William 
Bateson no final do seculo XIX. Bateson usou suas in- 
formagoes para desafiar a nogao darwinista de que as 
alteragoes evolutivas teriam que ser graduais. Estudos 
recentes dos genes que controlam o desenvoMmento 
de organismos colocaram um ponto de exclamagao nas 
ideias de Bateson. Mudangas sutis nos padroes regulato- 
rios durante o desenvoMmento, refletindo apenas uma 
ou poucas mutagoes, podem resultar em mudangas fisi- 
cas assustadoras, alimentando uma evolugao surpreen¬ 
dentemente rapida. 

Os tentilhoes de Galapagos fornecem um maravilhoso 
exemplo da ligagao entre evolugao e desenvoMmento. 
Ha pelo menos 14 (alguns especialistas listam 15) espe¬ 
cies de tentilhoes de Galapagos, diferenciadas em grande 
parte pela estrutura do bico. Os tentilhoes do solo, por 
exemplo, tern bicos lagos e fortes, adaptados a triturar 
sementes duras e grandes. Os tentilhoes dos cactos tern 
bicos mais finos e longos, ideais para acessar os frutos e 
flores dos cactos (Figura Q-1). Clifford Tabin e colabo- 


► Hormonios afetam a regulagao da expressao genica em 
uma de duas maneiras. Os hormonios esteroides inte- 
ragem diretamente com receptores intracelulares que 
sao proteinas regulatorias de ligagao de DNA; a liga¬ 
gao do hormonio tern efeitos positivos ou negativos na 
transcrigao dos genes-alvo do hormonio. Hormonios nao 
esteroides se ligam a receptores na superficie das celu¬ 


las, disparando uma via de sinalizagao que pode levar a 
fosforilagao de uma proteina regulatoria, afetando sua 
atMdade. 

► A regulagao mediada por RNA desempenha um impor- 
tante papel na expressao genica eucariotica, com a ex- 
tensao de mecanismos conhecidos aumentando. 
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radores investigaram extensamente um conjunto de ge¬ 
nes expresso durante o desenvoMmento craniofacial de 
aves. Eles identificaram um unico gene, Bmp4, cujo nivel 
de expressao se correlacionava com a formagao dos bicos 
mais robustos dos tentilhoes de solo. Bicos mais robustos 
tambem se formaram em embrioes de galinhas quando 
altos niveis de Bmp4 foram artificialmente expresses 
nos tecidos apropriados, confirmando a importancia de 
Bmp4. Em um estudo semelhante, a formagao de bicos 
longos e fines estava ligada a expressao de calmodulina 
(ver Figura 12-11) em tecidos especificos em estagios de 
desenvoMmento apropriados. Assim, mudangas impor- 
tantes na forma e na fungao do bico podem ser produzi- 
das por alteragoes sutis na expressao de apenas dois ge¬ 
nes envolvidos na regulagao do desenvolvimento. Muito 
poucas mutagoes sao necessarias e as que ocorrem afe- 
tam a regulagao. Novos genes ndo sao necessaries. 

0 sistema de genes regulatorios que guia o desenvol¬ 
vimento e surpreendentemente conservado por todos 
os vertebrados. A expressao elevada de Bmp4 no teci- 
do adequado, no periodo certo, leva ao desenvolvimento 
de partes da mandibula mais robustas no peixe-zebra. 
0 mesmo gene desempenha um papel essencial no de¬ 
senvolvimento dos dentes de mamiferos. 0 desenvolvi¬ 



mento dos olhos e desencadeado pela expressao de um 
unico gene, Pax6, em mosca-da-fruta e em mamiferos. 0 
gene Pax6 de camundongos ira desencadear o desenvol¬ 
vimento de olhos de mosca-da-fruta nesses insetos, e o 
gene Pax6 da mosca-da-fruta ira desencadear o desen¬ 
volvimento de olhos de camundongo nesses roedores. 
Em cada organismo, esses genes sao parte de uma casca- 
ta regulatoria muito maior que, em ultima analise, cria as 
estruturas corretas nos locals corretos em cada organis¬ 
mo. A cascata e antiga; por exemplo, os genes Box (des- 
critos no texto) tern sido parte do programa de desen¬ 
volvimento de eucariotos pluricelulares por mais de 500 
milhoes de anos. Mudangas sutis na cascata podem ter 
grandes efeitos no desenvolvimento e, portanto, na apa- 
rencia final do organismo. Essas mesmas mudangas su¬ 
tis podem alimentar uma evolugao surpreendentemente 
rapida. Por exemplo, as 400 a 500 especies descritas de 
ciclideos (peixes com nadadeiras com espinhos) no Lago 
Malawi e no Lago Vitoria no continente africano sao todas 
derivadas de uma on poucas populagoes que colonizaram 
cada um dos lagos nos ultimos 100.000 a 200.000 anos. 
Os tentilhoes de Galapagos simplesmente seguiram o 
caminho de evolugao e mudanga que os seres vivos tern 
trilhado ha bilhoes de anos. 


Dieta mista de sementes e insetos 

I Ancestral 


[CaM] baixa: bico curto 

[Bnnp4] baixa: profundidade/largura do bico pequena 


Experinnenta flores/frutos de cactus 


Tentilhao 
do cactus 



[CaM] alta: bico largo 

[Bnnp4] baixa: profundidade/largura 

do bico pequena 


Mastiga^ao forte/sementes grandes 

Tentilhao 
largo 
do solo 

[CaM] baixa: bico curto 
[Bnnp4] precoce/alta: grande 
profundidade/largura do bico 


FIGURA Q-1 Evolugao de novas estruturas do bico para explorar novas 
fontes da alimentagao. Nos tendilhoes de Galapagos, as diferentes estru¬ 
turas dos bicos do tendilhao de cactus e tendilhao grande do solo, que se 
alimentam de diferentes fontes de alimentos, se desenvolveram em gran¬ 


de parte devido a poucas mutagoes que alteram o momento e o nivel de 
expressao de apenas dois genes: aqueles que codificam para calmodilina 
(CoM) e Bmp4. 


► 0 desenvolvimento de um organismo pluricelular apre- 
senta o desafio regulatorio mais complexo. 0 destino 
das celulas no embriao inicial e determinado pelos gra- 
dientes de proteinas anteroposterior e dorsoventral que 
atuam como ativadores de transcrigao on repressores de 
tradugao, regulando os genes necessaries para o desen¬ 
volvimento de estruturas apropriadas a uma parte es- 


pecifica do organismo. Conjuntos de genes regulatorios 
operam em sucessao temporal e espacial, transforman- 
do determinadas areas de uma celula ovo em estruturas 
previsiveis no organismo adulto. 

► A diferenciagao de celulas-tronco em tecidos funcio- 
nais pode ser controlada por sinais e condigoes extra- 
celulares. 
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Problemas 

1. Efeito do mRNA e da estabilidade proteica na regu¬ 
lagao. Celulas de E. coli estao crescendo em um meio com 
glicose como unica fonte de carbono. Triptofano e subitamente 
adicionado. As celulas continuam a crescer e se dividem a cada 
30 minutos. Descreva (qualitativamente) como a intensidade 
de atividade da triptofano-sintase nas celulas varia com o tem¬ 
po sob as seguintes condigoes: 

(a) 0 mRNA trp e estavel (degradado lentamente ao longo 
de varias horas). 

(b) 0 mRNA trp e degradado rapidamente mas a triptofa¬ 
no-sintase e estavel. 
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(c) 0 mRNA trp e a triptofano-sintase sao ambos degrada- 
dos rapidamente. 

2. O operon da lactose. Um pesquisador constroi um ope- 
ron lac em um plasmideo, mas inativa todas as partes do ope- 
rador lac (lacO') e o promotor lac, substituindo-os pelo sitio 
de ligagao para o repressor LexA (que atua na resposta SOS) 
e um promotor regulado por LexA. 0 plasmideo e introduzido 
nas celulas de E. coli que tern um operon lac com um gene 
lacZ inativo. Em que condigoes essas celulas transformadas 
irao produzir j8-galactosidase? 

3. Regulagao negativa. Descreva os efeitos provaveis na 
expressao genica no operon lac de uma mutagao no (a) opera- 
dor lac que exclui a maioria dos 0^, (b) gene lad que inativa 
o repressor e (c) promotor que altera a regiao em torno da 
posigao -10. 

4. Ligagao especifica do DNA por protemas regula- 
torias. Uma tipica proteina repressora bacteriana diferen- 
cia seu sitio de ligagao especifico (operador) e o DNA nao 
especifico por um fator de 10^ a 10®. Cerca de 10 moleculas 
de repressor por celula sao suficientes para garantir um alto 
nivel de repressao. Suponha que um repressor muito seme- 
Ihante existisse em uma celula humana, com especificidade 
por seu sitio de ligagao. Quantas copias do repressor seriam 
necessarias para provocar um nivel de repressao semelhante 
aquele na celula bacteriana? (Dica: o genoma de E. coli con- 
tem cerca de 4,6 milhoes de pb; o genoma haploide humano 
tern cerca de 3,2 bilboes de pb). 

5. Concentragao de repressor em E. coli. A constante 
de dissociagao para um complexo repressor-operador especi¬ 
fico e muito baixa, cerca de 10“^^ m. Uma celula de E. coli (vo¬ 
lume 2 X 10'^^ mL) contem 10 copias do repressor. Calcule a 
concentragao celular da proteina repressora. Como esse valor 
se compara a constante de dissociagao do complexo repressor- 
-operador? Qual o significado dessa resposta? 

6. Repressao de catabolitos. Celulas de E. coli estao 
crescendo em um meio contendo lactose mas nao glicose. Indi- 
que se cada uma das seguintes alteragoes ou condigoes aumen- 
taria, diminuiria ou nao alteraria a expressao do operon lac. 
Pode ser util desenhar um modelo representando o que esta 
acontecendo em cada situagao. 

(a) Adigao de alta concentragao de glicose 

(b) Mutagao que impega a dissociagao do repressor Lac do 
operador 

(c) Mutagao que inative completamente a j8-galactosidase 

(d) Mutagao que inative completamente a galactosideo- 
-permease 

(e) Mutagao que impega a ligagao do CRP ao seu sitio de 
ligagao perto do promotor lac 

7. Atenuagao da transcrigao. Como a transcrigao do ope¬ 
ron trp de E. coli pode ser afetada pelas seguintes manipula- 
goes da regiao lider do mRNA trpl 

(a) Aumentando a distancia (numero de bases) entre o 
gene do peptideo lider e a sequencia 2 

(b) Aumentando a distancia entre as sequencias 2 e 3 

(c) Removendo a sequencia 4 

(d) Alterando os dois codons Trp no gene do peptideo para 
codons His 

(e) Elrminando o sitio de ligagao do ribossomo para o gene 
que codifica o peptideo lider 


(f) Alterando varios nucleotideos na sequencia 3 de modo 
que ela possa se parear com a sequencia 4, mas nao com a se¬ 
quencia 2 

8. Repressores e repressao. Como a resposta SOS em E. 
coli seria afetada por uma mutagao no gene lexA que impega a 
clivagem autocatalitica da proteina LexA? 

9. Regulagao por recombinagao. No sistema de variagao 
de fase da Salmonella, o que aconteceria a celula se a recom- 
binase Hin se tornasse mais ativa e promovesse a recombina¬ 
gao (inversao de DNA) varias vezes em cada geragao celular? 

10. Iniciagao da transcrigao em eucariotos. Uma nova 
atividade da RNA-polimerase e descoberta em extratos bru- 
tos de celulas derivadas de um fungo exotico. A RNA-poli¬ 
merase inicia a transcrigao apenas a partir de um unico pro¬ 
moter, altamente especializado. A medida que a polimerase 
e purificada, sua atividade diminui e a enzima purificada e 
completamente inativa, a menos que extrato bruto seja adi- 
cionado a mistura de reagao. Sugira uma explicagao para es¬ 
sas observagoes. 

11. Dominios funcionais em protemas regulatorias. 

Um bioquimico substitui o dominio de ligagao de DNA da pro¬ 
teina Gal4 de levedura pelo dominio de ligagao de DNA do re¬ 
pressor Lac, e descobre que a proteina fabricada nao regula 
mais a transcrigao dos genes GAL em leveduras. Desenhe um 
diagrama dos diferentes dominios funcionais que voce espera- 
ria encontrar na proteina Gal4 e na proteina fabricada. Por que 
a proteina fabricada nao regula mais a transcrigao dos genes 
GAL? 0 que poderia ser feito ao sitio de ligagao do DNA reco- 
nhecido por essa proteina qulmerica para torna-la funcional na 
ativagao da transcrigao dos genes GAL? 

12. Modificagao do nucleossomo durante a ativagao 
da transcrigao. A fim de preparar regioes do genoma para a 
transcrigao, certas histonas nos nucleossomos residentes sao 
acetiladas e metiladas em locais especificos. Uma vez que a 
transcrigao nao seja mais necessaria, essas modificagoes pre- 
cisam ser revertidas. Em mamiferos, a metilagao dos residuos 
Arg em histonas e revertida pelas peptidilargininas-derminases 
(PADl). A reagao promovida por essas enzimas nao produz 
uma arginina nao metilada. Em vez disso, ela produz residuos 
de citrulina na histona. Qual e o outro produto da reagao? Sugi¬ 
ra um mecanismo para essa reagao. 

13. Mecanismos de heranga no desenvolvimento. Um 

ovo de Drosophila que e hccT/hcdT pode se desenvolver nor- 
malmente, mas a mosca-da-fruta adulta nao sera capaz de pro¬ 
duzir prole viavel. Explique. 


Problema de analise de dados 

14. Fabricando um interruptor genetico alternado 
em Escherichia coli. A regulagao genica e frequentemen- 
te descrita como fenomeno “ligado ou desligado” - um gene 
que e expresso totalmente ou nao expresso de forma algu- 
ma. Na verdade, a repressao e ativagao de um gene envolvem 
reagoes de ligagao de ligantes, de modo que os genes podem 
apresentar niveis intermediaries de expressao quando niveis 
intermediaries de moleculas regulatorias estao presentes. Por 
exemplo, para o operon lac de E. coli, considere o equilibrio 
de ligagao do repressor Lac, do operador de DNA e do indu- 
tor (ver Figura 28-8). Embora isso seja um processo complexo 
e cooperative, ele pode ser aproximadamente modelado pela 
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reagao a seguir (R e o repressor; IPTG e o indutor isopropil-j8- 
-D tiogalactosideo): 

iCd = 10“% 

R + IPTG s R . IPTG 

0 repressor livre, R, se liga ao operador e impede a transcrigao 
do operon lac] o complexo R • IPTG nao se liga ao operador e, 
portanto, a transcrigao do operon lac pode prosseguir. 

(a) Usando a Equagao 5-8, pode-se calcular o nivel de ex- 
pressao relativa de proteinas do operon lac como uma fungao 
de [IPTG], Use esse calculo para determinar em que faixa de 
[IPTG] o nivel de expressao variaria de 10% a 90%. 

(b) Descreva qualitativamente o nivel de proteinas do ope¬ 
ron lac presente em uma celula de E. coli antes, durante e de- 
pois de indugao por IPTG. Nao precisa fornecer as quantidades 
nos tempos exatos - apenas indicar as tendencias gerais. 

Gardner, Cantor e Collins (2000) se propuseram a cons- 
truir um “interrupter genetico alternado” {genetic toggle 
switch) - um sistema regulatorio de genes com as duas carac- 
teristicas essenciais um interrupter de luz. (A) Ele tern ape¬ 
nas dois estados: totalmente ligado ou totalmente desligado; 
nao se trata de um interrupter com graduagao. Em termos 
bioquimicos, o gene-alvo ou sistema de genes (operon) e ex- 
presso totalmente ou nao expresso de maneira alguma; nao se 
expressa em nivel intermediario. (B) Ambos os estados sdo 
estdveis: embora voce use o dedo para mudar o interrupter 
de luz de um estado para o outro, uma vez que o tenha al- 
terado e recolhido o dedo, o interrupter permanece naquele 
estado. Em termos bioquimicos, a exposigao a um indutor ou 
a algum outro sinal altera o estado de expressao do gene ou 
operon, e ele permanece naquele estado uma vez que o sinal 
seja removido. 

(c) Explique como o operon lac nao apresenta nenhuma 
das caracteristicas A e B. 

Para construir seu “interrupter alternado”, Gardner e co- 
laboradores construiram um plasmideo a partir dos seguintes 
componentes: 

OP^^^ A regiao operador-promotor do operon lac de E. coli 
OP;^ A regiao operador-promotor do fago A 

lad 0 gene que codifica a proteina repressora do lac, 

Lad. Na ausencia de IPTG, essa proteina reprime 
fortemente o OP^^^; na presenga de IPTG, ela permite a 
expressao total de OPj^^. 

0 gene que codifica uma proteina A repressora 
mutante sensivel a temperatura, rep^". A 37°C essa 
proteina reprime fortemente OP^^; a 42°C ela permite a 
expressao total de OP^^. 

GEP 0 gene para a proteina fluorescente verde (GFP), 

proteina indicadora altamente fluorescente (ver Figura 
9-16) 

T Terminador de transcrigao 

Os pesquisadores dispuseram esses componentes (ver fi¬ 
gura a seguir) de modo que os dois promotores foram repri- 
midos reciprocamente: controlava a expressao de rep^^ e 

OP;^ controlava a expressao de lacL 0 estado desse sistema era 
registrado pelo nivel de expressao de GEP, que tambem estava 
sob controle de OP^^^. 

(d) 0 sistema construido tern dois estados: GFP-Iigado 
(alto nivel de expressao) e GFP-desIigado (baixo nivel de ex¬ 
pressao). Para cada estado, descreva quais proteinas estao 
presentes e quais promotores estao sendo expressos. 


represssor lac 



(e) Espera-se que o tratamento com IPTG alterne o sis¬ 
tema de um estado a outro. De qual estado para qual estado? 
Explique sua argumentagao. 

(f) Espera-se que o tratamento com calor (42°C) alterne o 
sistema de um estado para o outro. De qual estado para qual 
estado? Explique sua argumentagao. 

(g) Por que se espera que esse plasmideo tenha as caracte¬ 
risticas A e B descritas anteriormente? 

A fim de confirmar que o seu construto de fato exibe essas 
caracteristicas, Gardner e colaboradores demonstraram pela pri- 
meira vez que, uma vez ligada, o nivel de expressao do GFP (alto 
ou baixo) era estavel por longos periodos de tempo (caracteris- 
tica B). Em seguida, eles mediram o nivel de GFP em diferentes 
concentragoes do indutor IPTG, com os seguintes resultados. 



Eles notaram que o nivel medio de expressao do GFP foi in¬ 
termediary na concentragao X de IPTG. Entretanto, ao medi- 
rem o nivel de expressao de GFP em celulas individuais com 
[IPTG] = X, eles descobriram um alto ou baixo nivel de GFP 
- nenhuma celula apresentou nivel intermediMo. 

(h) Explique como essa descoberta demonstra que o sis¬ 
tema tern um A caracteristico. 0 que esta acontecendo para 
provocar uma distribuigao bimodal dos niveis de expressao no 
[IPTG] = X? 
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Respostas Resumidas aos Problemas 


SoluQoes completas de todos os problemas dos capitulos estao publicadas 
no Guia de estudo completo e definitivo que acompanha a obra Princi- 
pios de Bioquimica. As respostas de todos os problemas numericos estao 
expressas com o numero correto de digitos significativos. 


Capitulo 1 

1. (a) Diametro da celula ampliada = 500 mm (b) 2,7 X 10^^ moleculas 
de actina (c) 36.000 mitocondrias (d) 3,9 X 10^° moleculas de glicose 
(e) 50 moleculas de glicose por molecula de hexocinase. 

2. (a) 1 X = 1 pg (b) 10% (c) 5%. 

3. (a) 1,6 mm; 800 vezes mais comprido do que a celula; o DNA deve 
estar firmemente enrolado. (b)4 .000 protemas. 

4. (a) A taxa metabolica e limitada pela difusao, por sua vez limitada 
pela area da superficie (b) 12 jam”^ para a bacteria; 0,04 para a 
ameba; a relagao superficie-volume e 300 vezes maior na bacteria. 

5. 2 X 10®s (em torno de 23 dias). 

6 . As moleculas de vitamina das duas fontes sao identicas; o corpo nao 
consegue distinguir a fonte; somente impurezas associadas poderiam 
variar com a fonte. 


(a) H H 

+ I I I—I 
H3N—C—C+OH 

I 1 ^-' 

H H 

Amino Hidroxila 


(b) 


H 

I 

H—C—OH 

I 

H—C—OH 

I 

H—C—OH 

I 


Hidroxilas 


cada uma dessas difereuQas de propriedades pode servir de base para 
separagao. (b) A molecula de glicose e menor do que um nucleotideo; 
a separagao pode se basear no tamanho. A base nitrogenada e/ou o 
grupo fosfato tambem dota os nucleotideos com caracteristicas (solu- 
bilidade, carga) que podem ser usadas para separa-los da glicose. 

10. E improvavel que o silicio possa servir como o elemento constituin- 
te fundamental para a vida, especialmente em uma atmosfera de Og 
como a da Terra. Longas cadeias de atomos de silicio nao sao facil- 
mente sintetizadas; as macromoleculas necessarias para as fungoes 
mais complexas nao seriam formadas facilmente. 0 oxigenio rompe 
ligagoes entre atomos de siKcio, e as ligagoes oxigenio-silicio sao ex- 
tremamente estaveis e dificeis de romper, impedindo a formagao e a 
quebra de ligagoes, o que e essencial para os processos vitais. 

11. Somente um enantiomero do farmaco foi fisiologicamente ativo. A de- 
xedrina consiste em um enantiomero simples; a benzedrina consiste 
em uma mistura racemica. 

12. (a) 3 grupos de acido fosforico; n-D-ribose; guanina (b) Colina; acido 
fosforico; glicerol; acido oleico; acido palmitico (c) Tirosina; 2 glici- 
nas; fenilalanina; metionina. 

13. (a) CH 2 O; CgHgOg. 

(b) 


OH 

I . 

H-C-C. 

I ^ 

H 

HO^ 


H 

'C-OH 


H 

I X 
H-C-C. 
I ^ 

H 

ho' 


OH 

'C-OH 


OH 

I / 

H-C-C^ 

I ^ 

H / 


OH 

C—OH 


H 


(c) 



(d) 

H 

1 


0 

COO“ Carboxila 

OH OH 


HO—P —0 “ Fosforila 

1 

Amino 

H3N-C-H 

h 

h 

v' 

1 

-0 — 
1 

0 

HO 


H 


O 

. I 

C=C-COO- 


H—C—OH Hidroxila 


H 


C—H 


::h3 


H 


OH 

I 


H 


H / 

H 


C—OH 


H OH 

I I . 

H-C—C-C 

I I ^ 

H H 


OH 


H 


Carboxila 


Metil 


4 


5 


6 


(e) 


C 

CH2 

I 

CH2 

NH 

I 

C =0 

I 


H O 

Carboxila \ Aldeido 

C 

H-C-NH3 Amino 


Hidroxila [llO-j -C—H 


Amido 


H—C—OH Hidroxila 

I 

Metil H3C—C—CH3 Metila 

CHoOH Hidroxila 


8. 


HO 


HO 


OH H H 

U I I 

-C—CH2—N—C—CH3 
H CH, 





I 

H—C—OH 

I 

H—C—OH Hidroxilas 

I 

CHoOH 


Os dois enantiomeros tern interagoes diferentes com um “receptor” 
quiral biologico (uma proteina). 

9. (a) Somente os aminoacidos tern grupos amino; a separagao pode 
ser com base na carga ou na afinidade de ligagao desses grupos. Os 
acidos graxos sao menos soluveis em agua do que os aminoacidos, e 
os dois tipos de moleculas tambem diferem em formato e tamanho - 


O 


HO H 

I I . 

H-C—C-C^ 

H H OH 


o 


HO OH 

I I . 

H—C-C-C 

I I \ 

H H ^ 


H OH 

I I ^ 

H—C-C—C 

I I ^ 

H OH 


H 


8 


9 


HO H 

I I 

H-C-C—C 

I I ' 

HO H 


O 


H 


HO O OH 

I II I 

H—C—C—C—H 

I I 

H H 


H O OH 

I II I 

H—C—C—C—H 

I I 

H OH 


10 11 12 

(c) X contem um centro quiral; elimina todos, exceto 6 e 8. (d) X 
contem um grupo funcional acido; elimina 8; a estrutura 6 e consis- 
tente com todos os dados, (e) A estrutura 6; nao e possivel distinguir 
entre os dois possiveis enantiomeros. 

14. 0 composto mostrado e o (i?)-propanolol; o carbono que carrega o 
grupo hidroxila e o quiral. 0 (5')-propanolol tern a estrutura: 
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15. 0 composto mostrado e o (5',5')-metilfenidato. 0 (R,Ry metilfenidato 
tern a estrutura: 



Os carbonos quirais estao indicados com asterisco. 

16. (a) Um AG° mais negative corresponde a um maior para a rea- 
Qao de ligagao, de forma que o equilibrio e desviado no sentido da 
formagao dos produtos e ligagao mais forte - e, por isso, de um gosto 
mais doce e uma DMR maior. (b) Ensaios de gosto doce, com base 
em animais, sao muito demorados. Um programa de computador para 
predizer o nivel de doQura, mesmo que nem sempre totalmente preci¬ 
se, permite aos quimicos projetar adogantes eficazes muito mais rapi- 
damente. As moleculas candidatas podem entao ser testadas por meio 
dos ensaios convencionais. (c) A variagao de 0,25 a 0,4 um corres¬ 
ponde ao comprimento de cerca de 1,5 a 2,5 ligagoes simples. A figura 
a seguir pode ser usada para a construgao de uma regua aproximada; 
todos os atomos no retangulo vermelho-claro estao entre 0,25 e 0,4 
um do inicio da regua. 


Existem muitos grupos AH-B possiveis nas moleculas; alguns estao 
mostrados aqui. 


H OH 



H 

HO^ H 


Ho HO 


OH 



OH 


Desoxissacarose 



(d) Em primeiro lugar, as moleculas tern multiples grupos AH-B, de 
forma que e dificil saber qual e o importante. Em segundo lugar, uma 
vez que o motive AH-B e muito simples, muitas moleculas nao doces 
terao esse grupo. (e) A sacarose e a desoxissacarose. A desoxissa¬ 
carose nao tern um dos grupos AH-B que esta presente na sacarose 
e tern DMR ligeiramente mais baixa do que a da sacarose - como es- 
perado se os grupos AH-B forem importantes para o sabor doce. (f) 
Existem muitos desses exemplos, aqui estao alguns: (1) o D-triptofa- 
no e o 6-cloro-D-triptofano tern o mesmo grupo AH-B, mas os valores 
de DMR sao muito diferentes. (2) 0 aspartame e o neotame tern os 
mesmos grupos AH-B, mas os valores de DMR sao muito diferentes. 
(3) 0 neotame tern dois grupos AH-B, e o alitame tern tres, porem 
o neotame e mais de cinco vezes mais doce do que o alitame. (4) A 
bromina e menos eletronegativa do que o oxigenio, e assim espera-se 
que enfraquega os grupos AH-B, no entanto a tetrabromossacarose 
e muito mais doce do que a sacarose. (g) Pode-se elaborar qualquer 
modelo que se adapte a um conjunto definido de dados desde que 
os parametros sejam suficientemente “aprimorados”. Uma vez que o 
objetivo era criar um modelo para predizer o AG° de moleculas nao 
testadas in vivo, os pesquisadores precisavam mostrar que o modelo 
funciona para moleculas que nao haviam sido “treinadas”. 0 grau de 
inexatidao do grupo-teste poderia fornecer aos pesquisadores uma 
ideia de como o modelo se comportaria para moleculas novas, (h) 
A DMR esta relacionada com que esta relacionado exponencial- 
mente com AG°; assim, a adigao de uma quantidade constante a AG° 
multiplica a DMR por uma quantidade constante. Com base nos va¬ 
lores dados com as estruturas, uma variagao de 1,3 kcal/mol na AG° 
corresponde a uma variagao de 10 vezes na DMR. 


H OH 



HO 
HO^ H 


Ho HO 


OH ^ 


O^H\ 



OH 


Sacarose 



D-Triptofano 



OH 



6-Cloro-D-triptofano 



Capitulo 2 

1. 0 etanol e polar e o etano nao e. 0 grupo —OH do etanol pode fazer 
ligagao de hidrogenio com a agua. 

2. (a) 4,76 (b) 9,19 (c) 4,0 (d) 4,82. 

3. (a) 1,51 X 10“" M (b) 3,02 X 10 “^m (c) 7,76 X 10“^"m. 

4. 1,1. 

5. (a) HCl H^ -f Cr (b) 3,3 (c) NaOH Na^ + OH” (d) 9,8. 

6 . 1 , 1 . 

7. 1,7 X 10”^moleculas de acetilcolina. 

8. 0,1 M HCl. 

9. (a) maior (b) mais alto (c) mais baixo. 

10. 3,3 mL. 

11. (a) RCOO” (b) RNHg (c) H 2 P 04 ” (d) HCOg”. 

12. (a) 5,06 (b) 4,28 (c) 5,46 (d) 4,76 (e) 3,76. 

13. (a) 0,1 M HCl (b) 0,1 m NaOH (c) 0,1 m NaOH. 

14. (d) 0 bicarbonato, uma base fraca, titula —OH a —0 , tornando o 
composto mais polar e mais soluvel em agua. 

15. 0 estomago; a forma neutra da aspirina presente em pH mais baixo e 
menos polar e atravessa a membrana mais faeikuente. 

16. 9. 

17. 7,4. 

18. (a) pH 8,6 a 10,6 (b) 4/5 (c) 10 mL (d) pH = pA, -2. 

19. 8,9. 

20. 2,4. 

21. 6,9. 

22. 1,4. 

23. NaH2P04 • H 2 O, 5,8 g/L; Na2HP04, 8,2 g/L. 

24. [A”]/[HA] = 0,10. 
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25. 


26. 

27. 


28. 

29. 


30. 

31. 


32. 


33. 


34. 


35. 


36. 


Misture 150 mL de acetato de sodio 0,10 m com 850 mL de acido ace- 
tico 0,10 M. 

Acido acetico; seu esta mais proximo do pH desejado. 

(a) 4,6 (b) 0,1 unidade de pH (c) 4 unidades de pH. 

4,3. 

Acetato 0,13 m e acido acetico 0,07 m. 

1,7. 

7. 

(a) 


COOH 

+ I 

H3N—c—H 

I 

CH 3 

Completamente 

protonado 


coo- 

I 

H2N—c—H 


CH 3 

Completamente 

desprotonado 


(b) completamente protonado (c) zwitterion (d) zwitterion (e) 
completamente desprotonado. 

(a) 0 pH do sangue e controlado pelo sistema tampao dioxido de 
carbono-bicarbonato, COg + HgO H^ + HCO^ Durante a hi- 
poventilagdo, a [COg] aumenta nos pulmoes e no sangue arterial, 
levando o equilibrio para a direita, aumentando 0 [H"^] e baixando o 
pH. (b) Durante a hiperventilagdo, a [COg] diminui nos pulmoes e 
no sangue arterial, 0 que reduz a [H"^] e aumenta 0 pH acima do valor 
normal de 7,4. (c) 0 lactato e um acido moderadamente forte, que 
se dissocia completamente em condiQoes fisiologicas e dessa forma 
reduz 0 pH do sangue e do tecido muscular. A hiperventilagao remo¬ 
ve H^, 0 que eleva 0 pH do sangue e dos tecidos antecipando-se a 
acidificagao. 

7,4 

Dissolvendo-se mais COg no sangue, aumenta a [H"^] no sangue e nos 
fluidos extracelulares, reduzindo o pH: COg (d) + HgO HgCOg 
^^H^ -f HCOg". 

(a) Use a substancia na sua forma surfactante para emulsificar 0 
oleo derramado, colete 0 oleo emulsificado e troque para a forma 
nao surfactante. A agua se separa do oleo, e este pode ser coletado 
para uso posterior, (b) 0 equilibrio se encontra fortemente para a 
direita. 0 acido mais forte (com mais baixo), HgCOg, doa um pro¬ 
ton para a base conjugada do acido mais fraco (com pK^ mais alto), 
amidina. (c) A forga de um surfactante depende da hidrofilicidade 
de sens grupos polares: quanto mais hidrofilico, mais poderoso e 0 
surfactante. A forma amidinio do s-surf e muito mais hidrofilica do 
que a forma amidina, e ele e um surfactante muito mais poderoso. 
(d) Ponto A: amidinio; o COg teve tempo de sobra para reagir com 
0 amidina e produzir a forma amidinio. Ponto B: amidina; 0 argonio 
removeu o COg da solugao, sobrando a forma amidina. (e) A con- 
dutividade aumenta quando 0 amidinio sem carga reage com 0 COg 
e produz a forma amidina carregada. (f) A condutividade diminui 
quando 0 amidinio remove 0 COg o que desloca 0 equilibrio para a 
forma amidina sem carga. (g) Tratar s-surf com COg para produzir a 
forma surfactante do amidinio e usa-lo para emulsificar o derrama- 
mento. Tratar a emulsao com argonio para remover 0 COg e produzir 
a forma amidina nao surfactante. 0 oleo sera separado da agua e 
podera ser recuperado. 


Capitulo 3 

1. l; determinar a configuragao absoluta no carbono a e compara-la com 
as formas d e l do gliceraldeido. 

2. (a) I (b) II (c) IV (d) II (e) IV (f) II e IV (g) III (h) III (i) V ( j) III 
(k) V (1) II (m) III (n) V (o) I, III e V. 

3. (a) 0 pl > pK^ para 0 grupo a-carboxila e pl < pK^ para o grupo a- 
-amino, de maneira que os dois grupos estao carregados (ionizados). 
(b) 1 em 2,19 X 10^ 0 pl da alanina e 6,01. Conforme a Tabela 3-1 
e a equagao de Henderson-Hasselbalch, 1/4.680 grupos carboxila e 
1/4.680 grupos amino estao sem carga. A fragao de moleculas de ala¬ 
nina com ambos os grupos nao carregados e o produto dessas fragoes. 


4. (a)-(c) 


HN 


H 


COOH 

I + y>Ki= 1,82 

CH2—CH—NHg ^ > 

H+ 



coo- 

I + 

CH2—CH—NHo 


pi^R = 6,0 

H+ 


2 



COO- 

I + vK2 = 9,17 
CH2—CH—NHg ^ > 

H+ 



coo- 


CH2—CH—NH2 


4 


pH 

Estrutura 

Carga resultante 

Migragao para 

1 

1 

+2 

Catodo 

4 

2 

+ l 

Catodo 

8 

3 

0 

Nao migra 

12 

4 

-1 

Anodo 


5. 


6 . 


HgN- 

H- 


(a) Asp (b) Met (c) Glu (d) Gly (e) Ser 
(a) 2(b) 4(c) 


COO- 

COO- 

coo- 

coo- 

-0. 

i 

HgN—C—H 

H—()—NHg 

H—C—NH 

CO 

0 

-0-. 

HgC^C—H 

H^C—CHg 

1 

HgC^C—H 

-Qim. 

CH2 

1 ^ 

CH2 

- 0 „n 

CO 

-0 

CO 

-0 

CHg 

CO 

-0 


7. 


(a) Estrutura em pH 7: 



0 0 

0 

+ 

II II 

II 

HsN- 

- CH— C —N— CH— C —N— CH- 

'C— 0 - 


CHg H CHg H CHg 

pK^ = 8,03 piCi = 3,39 


(b) A interagao eletrostatica entre 0 anion carboxilato e 0 grupo amino 
protonado do zwitterion da alanina afeta favoravelmente a ionizagao do 
grupo carboxila. Essa interagao eletrostatica favoravel diminui a medida 
que aumenta 0 comprimento da (poli)Ala, resultando em aumento no 
pAg. (c) A ionizagao do grupo amino protonado destrdi a interagao ele¬ 
trostatica favoravel observada em (b). Com 0 aumento da distancia entre 
os grupos carregados, torna-se mais facil a remogao do proton do grupo 
amino da (poli)Ala e dessa forma diminui 0 pAg. Os efeitos intramolecu- 
lares das Ugagbes amida (ligagao peptidica) mantem os valores de pK^ 
mais baixos do que seriam no caso de uma amina alquil-substituida. 

8 . 75.000. 

9. (a) 32.000. Os elementos sao perdidos quando se forma a ligagao 
peptidica, de modo que a massa molecular de um residue de Trp nao 
e a mesma da do triptofano livre. (b) 2. 
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10. A protema tern quatro subunidades, com massas moleculares de 160, 
90, 90 e 60 kDa. As duas subunidade de 90 kDa (provavelmente iden- 
ticas) estao unidas por uma ou mais pontes dissulfeto. 

11. (a) +2 empH3; OempHS; -1 empH 11 (b) pi = 7,8. 

12. pi ~ 1; gmpos carboxilato; Asp e Glu. 

13. Lys, His, Arg; os gmpos fosfato com carga negativa no DNA interagem 
com os gmpos laterals das histonas com carga positiva. 

14. (a) (G1 u)2o (b) (Lys-Ala )3 (c) (Asn-Ser-His)^ (d) (Asn-Ser-His)^ 

15. (a) A atividade especffica apos a etapa 1 e de 200 unidades/mg; etapa 
2, 600 unidades/mg; etapa 3, 250 unidades/mg; etapa 4, 4.000 unida¬ 
des/mg; etapa 5, 15.000 unidades/mg; etapa 6, 15.000 unidades/mg 
(b) Etapa 4 (c) Etapa 3 (d) Sim. Na etapa 6, a atividade especifica 
nao aumenta; eletroforese em poliacrilamida-SDS. 

16. (a) [NaCl] = 0,5 mM (b) [NaCl] = 0,05 mM. 

17. C elui primeiro, B em segundo lugar, A por ultimo. 

18. TVr-Gly-Gly-Phe-Leu 

19. 


Apl5: residuos 14-15-16. Esta e a unica sequencia lyr-Glx-Leu na 
cadeia A; existe ~ 1 grupo amido, portanto o peptideo deve ser lyr- 
-Glu-Leu: 

iV-Gly-Ile-Val-Glx-Glx-Cys-Cys-Ala-Ser-Val- 
15 10 

Cys-Ser-Leu-Tyr-Gln-Leu-Glx-Asx-Tyr-Cys-Asn-C 
15 20 

Apl4: residuos 14-15-16-17. Ela tern ~1 grupo amido, e ja se sabe 
que o residuo 15 e uma Gin, portanto o residuo 17 deve ser Glu: 

A^-Gly-Ile-Val-Glx-Glx-Cys-Cys-Ala-Ser-Val- 
15 10 

Cys-Ser-Leu-Tyr-Gln-Leu-Glu-Asx-Tyr-Cys-Asn-C 
15 20 

Ap3: residuos 18-19-20-21. Ela tern ~ 2 grupos amido, e sabe-se que o 
residuo 21 e uma Asn, portanto o residuo 18 deve ser uma Asn: 




Orn 

Phe 

r 

\ 

Val 

Pro 

t 


Pro 

Val 

\ 

/ 

Phe 

Orn 



As setas correspondem a orientagao das ligagoes peptidicas, —CO 
^NH—. 

20. 88%, 97%. A porcentagem (pc') dos residuos corretos dos aminoacidos 
liberados no ciclo n e xjx. Todos os residuos liberados no primeiro 
ciclo estao corretos, mesmo que a eficiencia da clivagem nao tenha 
sido perfeita. 

21. (a) Y(l), F(7) e R (9) (b) As posiQoes 4 e 9; K (Lys) e mais comum 
na 4, R (Arg) nao varia na 9 (c) Posigoes 5 e 10; E (Glu) e mais co¬ 
mum em ambas as posigoes (d) Posigao 2; S (Ser). 

22. (a) peptideo 2 (b) peptideo 1 (c) peptideo 2 (d) peptideo 3. 

23. (a) Qualquer cadeia polipeptidica linear tern somente dois tipos de 
grupos amino livres: um unico grupo a-amino na extremidade amino- 
terminal, e um grupo £r-amino em cada residuo de Lys presente na 
cadeia. Esses grupos amino reagem com FDNB e formam um derivado 
DNP-aminoacido. A insulina produz dois tipos diferentes de derivados 
a-amino-DNP, sugerindo que ela tern duas extremidades aminotermi- 
nais e, portanto, duas cadeias polipeptidicas, uma com Gly aminoter- 
minal e a outra com Phe aminoterminal. A Lys nao esta em extremida¬ 
de aminoterminal, pois o produto DNP-lisina e s-DNP-lisina. (b) Sim. 
A cadeia A tern Gly aminoterminal; a cadeia B tern Phe aminoterminal; 
e o residuo 29 (nao terminal) na cadeia B e Lys. (c) Phe-Val-Asp-Glu-. 
0 peptideo B1 mostra que o residuo aminoterminal e Phe. 0 peptideo 
B2 tambem tern Val, mas ela nao e aminoterminal, pois nao ha for- 
magao de DNP-Val; ela deve estar no lado carboxilico da Phe. Assim, 
a sequencia de B2 e DNP-Phe-Val. De modo semelhante, a sequen¬ 
cia de B3 deve ser DNP-Phe-Val-Asp, e a sequencia da cadeia A deve 
comegar com Phe-Val-Asp-Glu-. (d) Nao. A sequencia aminoterminal 
conhecida da cadeia A e Phe-Val-Asn-Gln-. A Asn e a Gin aparecem na 
analise de Sanger como Asp e Glu porque a hidrolise vigorosa na etapa 
7 hidrolisa as ligagoes amida na Gin e na Asn (assim como as ligagoes 
peptidicas), formando Asp e Glu. Sanger e colaboradores nao puderam 
distinguir Asp de Asn e Gin de Glu nesse estagio de sua analise. (e) A 
sequencia combina exatamente com a da Figura 3-24. Cada peptideo 
na tabela da uma informagao especifica sobre quais residuos Axn sao 
Asn ou Asp e quais residuos Glx sao Gin ou Glu. 

Acl: residuos 20-21. Esta e a unica sequencia Cys-Asx na cadeia A; 
existe ~1 grupo amido neste peptideo, assim deve ser Cys-Asn: 

At-Gly-Ile-Val-Glx-Glx-Cys-Cys-Ala-Ser-Val- 
15 10 

Cys-Ser-Leu-Tyr-Glx-Leu-Glx-Asx-Tyr-Cys-Asn-C 
15 20 


A/'-Gly-Ile-Val-Glx-Glx-Cys-Cys-Ala-Ser-Val- 
15 10 

Cys-Ser-Leu-Tyr-Gln-Leu-Glu-Asn-Tyr-Cys-Asn-C 
15 20 

Apl: residuos 17-18-19-20-21, o que faz sentido, pois os residuos 18 
e 21 sao Asn. 

ApSpal: residuos 1-2-3-4. Ela nao tern grupos amido; portanto, o re¬ 
siduo 4 deve ser Glu: 

A/-Gly-Ile-Val-Glu-Glx-Cys-Cys-Ala-Ser-Val- 
15 10 

Cys-Ser-Leu-Tyr-Gln-Leu-Glu-Asn-Tyr-Cys-Asn-C 
15 20 

Ap5: residuos de 1 a 13. Ela tern ~ 1 grupo amido, e sabe-se que o 
residuo 4 e Glu; portanto, o residuo 5 deve ser Gin: 

At-Gly-Ile-Val-Glu-Gln-Cys-Cys-Ala-Ser-Val- 
15 10 

Cys-Ser-Leu-Tyr-Gln-Leu-Glu-Asn-Tyr-Cys-Asn-C 
15 20 

Capitulo 4 

1. (a) Ligagoes mais curtas tern ordem de ligagao mais alta (sao multi- 
plas em vez de simples) e sao mais fortes. A ligagao peptidica C—N e 
mais forte do que a ligagao simples e esta, em qualidade, a meio cami- 
nho entre ligagao simples e dupla. (b) A rotagao da ligagao peptidica 
e dificil em temperaturas fisiologicas em virtude do seu carater de 
ligagao dupla parcial. 

2. (a) As unidades estruturais principals da fibra polipeptidica da la 
(a-queratina) sao sucessivas voltas da helice a, com distancias de 
5,4 A; a espiral enrolada produz o espagamento de 5,2 A. A fervura 
e o estiramento da fibra geram uma cadeia polipeptidica estendida 
na conformagao j8, com distancia de cerca de 7,0 A entre os gru¬ 
pos R adjacentes. A fibra se encurta quando o polipeptideo retorna 
a conformagao de helice a. (b) A la processada encolhe quando as 
cadeias polipeptidicas sao convertidas da conformagao j8 estendida 
para a conformagao nativa de helice a na presenga de calor umido. A 
estrutura da seda - folhas j8, com suas pequenas cadeias laterals de 
aminoacidos bem empacotadas - e mais estavel do que a la. 

3. ~ 42 ligagoes peptidicas por segundo. 

4. Em pH > 6, os grupos carboxilicos da poli(Glu) estao desprotonados; 
a repulsao entre os grupos carboxilato carregados negativamente leva 
ao desdobramento. De modo similar, em pH 7, os grupos amino da 
poll (Lys) estao protonados; a repulsao entre esses grupos carregados 
positivamente tambem leva ao desdobramento. 

5. (a) As pontes dissulfeto sao ligagoes covalentes, que sao muito mais 
fortes do que as interagoes nao covalentes que estabilizam a maioria 
das proteinas. Elas fazem ligagoes intercadeias, aumentando sua ri- 
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gidez, forga mecanica e resistencia. (b) Os residues de cistina (com 
ligaQoes dissulfeto) impedem o desdobramento total da protema. 

6 . c/) = (f)ei//=(e) 

7. (a) Curvaturas sao mais provaveis nos residues 7 e 19; os residues 
Pro na configuragao cis acomodam bem as voltas. (b) Os residues 
Cys nas posigoes 13 e 24 podem formar ligagoes dissulfeto. (c) Super- 
ficie externa: residues polares e carregados (Asp, Gin, Lys); interior: 
residues alifaticos e apolares (Ala, He); Thr, embora polar, tern um in¬ 
dice de hidropatia proximo de zero e, portanto, pode ser encontrado 
na superficie externa e no interior da proteina. 

8 . Trinta residues de aminoacidos; 0,87 

9. A mioglobina e toda tridimensional. A estrutura dobrada, o “enove- 
lamento da globina”, e um motive encontrado em todas as globinas. 
0 polipeptideo se dobra em um dominio unico, o qual representa a 
estrutura tridimensional inteira dessa proteina. 

10. Protema (a), um barril (3, e descrita pela curva de Ramachandran (c), 
que mostra a maioria das conformagoes permitidas no quadrante su¬ 
perior esquerdo no qual estao concentrados os angulos de ligagao ca- 
racteristicos da conformagao (3; (b) uma serie de helices a e descrita 
pela curva (d), na qual a maioria das conformagoes permitidas esta no 
quadrante inferior esquerdo. 

11. A enzima bacteriana e uma colagenase; ela destrdi a barreira de tecido 
conectivo do hospedeiro, o que permite a invasao dos tecidos pela 
bacteria. Bacterias nao tern colageno. 

12. (a) 0 numero de DNP-valina formado por mol de protema se iguala 
ao numero de extremidades aminoterminais e, portanto, ao numero 
de cadeias polipeptidicas. (b) 4 (c) Cadeias diferentes provavelmen- 
te migram no gel de poliacrilamida-SDS como bandas separadas. 

13. (a); ele tern mais residues de aminoacidos que favorecem a estrutura 
em helice a (ver Tabela 4-1). 

14. (a) Os residues aromaticos parecem ter um papel importante na esta- 
bilizagao das fibrilas amiloides. Assim, as moleculas com substituintes 
aromaticos podem inibir a formagao do amiloide por interferirem no 
empilhamento ou na associagao das cadeias laterais aromaticas. (b) 
0 amiloide se forma no pancreas em associagao ao diabetes tipo 2, 
assim como no cerebro na doenga de Alzheimer. Embora as fibrilas 
amiloides envolvam proteinas diferentes nas duas doengas, a estru¬ 
tura basica do amiloide e semelhante, sendo tambem estabilizado de 
forma semelhante em ambas, tornando-se, portanto, alvos potenciais 
de farmacos similares projetados para romper sua estrutura. 

15. (a) Fator de transcrigao NFkB, tambem chamado de fator de trans- 
formagao RelA. (b) Nao. Voce pode obter resultados semelhantes, 
mas com as proteinas relacionadas adicionais listadas. (c) A protema 
tern duas subunidades. Existem multiplas variantes das subunidades, 
das quais as mais bem caracterizadas sao as de 50, 52 ou 65 kDa. Elas 
pareiam umas com as outras e formam uma grande variedade de ho- 
modimeros e heterodimeros. As estruturas de diversas variantes po¬ 
dem ser encontradas no PDB. (d) 0 fator de transcrigao NFkB e um 
dimero que se liga a sequencias especificas de DNA, intensificando a 
transcrigao dos genes proximos. Um desses genes codifica a cadeia 
leve K da hemoglobina, de onde se originou o nome do fator. 

16. (a) Aba e um substituto adequado para Cys, porque ambos tern 
cadeias laterais com aproximadamente o mesmo tamanho e sao 
igualmente hidrofobicos. Contudo, Aba nao forma pontes dissulfeto 
e assim nao sera um substituto adequado se essas forem requeridas. 
(b) Existem muitas diferengas importantes entre a proteina sinte- 
tizada e a protease de HIV produzida por uma celula humana, cada 
uma delas pode resultar em uma enzima sintetica inativa: (1) Ape- 
sar de Aba e Cys terem tamanhos e hidrofobicidades semelhantes. 
Aba pode nao ser semelhante o suficiente para que a proteina se 
enovele corretamente. (2) A protease de HIV pode requerer pontes 
dissulfeto para um funcionamento adequado. (3) Muitas proteinas 
sintetizadas nos ribossomos se dobram a medida que sao produzi- 
das; a proteina deste estudo se dobrou somente depots que a cadeia 
estava completa. (4) As proteinas sintetizadas nos ribossomos po¬ 
dem interagir com eles a medida que se dobram; isso nao e pos- 
sivel no caso da proteina em estudo. (5) 0 citosol e uma solugao 
mais complexa do que o tampao usado no estudo; algumas proteinas 


podem requerer outras proteinas especificas desconhecidas para 
0 enovelamento correto. (6) As proteinas sintetizadas nas celulas 
com frequencia requerem chaperonas para o enovelamento correto; 
essas nao estao presentes no tampao do estudo. (7) Nas celulas, a 
protease de HIV e sintetizada como parte de uma cadeia mais longa 
que e processada proteoliticamente; a proteina do estudo foi sinteti¬ 
zada como uma molecula simples, (c) Uma vez que a enzima e fun- 
cional com a substituigao de Cys por Aba, as pontes dissulfeto nao 
tern papel importante na estrutura da protease, (d) Modelo 1: ela 
vai se enovelar como a L-protease. Argumento a favor: a estrutura 
covalente e a mesma (exceto pela quiralidade), assim ela deve se 
enovelar como a Argumento contra: a quiralidade nao e 

um detalhe trivial; a forma tridimensional e uma caracteristica-chave 
das moleculas biologicas. A enzima sintetica nao se enovelara como 
a L-protease. Modelo 2: ela vai se enovelar como a imagem especular 
da L-protease. A/auor.- uma vez que os componentes individuais sao 
imagens especulares daqueles da proteina nativa, ela se enovelara 
com essa forma. Contra: as interagoes envoMdas no enovelamento 
de uma proteina sao muito complexas, assim e mais provavel que a 
proteina sintetica se enovele de outra forma. Modelo 3: ela se eno¬ 
velara de outra forma. A favor: as interagoes envoMdas no enovela¬ 
mento de uma proteina sao muito complexas, assim e mais provavel 
que a proteina sintetica se dobre de outra forma. Contra: uma vez 
que os componentes individuais sao imagens especulares daqueles 
da proteina nativa, ela se dobrara com essa forma, (e) Modelo 1: a 
enzima e ativa, mas so com a forma enantiomera do substrato na¬ 
tural, e e inibida pela forma enantiomera do inibidor natural. Isso 
e consistente com a ideia de a D-protease ser a imagem especular 
da L-protease. (f) 0 azul de Evans e nao quiral; ele se liga a ambas 
as formas da enzima. (g) Nao. Uma vez que as proteases contem 
somente L-aminoacidos e reconhecem somente L-peptideos, a qui- 
motripsina nao vai digerir a D-protease. (h) Nao necessariamente. 
Dependendo da enzima, qualquer um dos problemas listados em (b) 
podera resultar em uma enzima inativa. 

Capitulo 5 

1. A proteina B tern maior afinidade pelo Ugante X; ela estara meio satura- 
da com uma concentragao de X muito mais baixa do que a proteina A. 
A proteina A tern um K^= 10® m"^; a proteina B tern um K^= 10^ m“\ 

2. (a), (b)e(c) tern n^ < 1,0. A cooperatividade negativa aparente 
na interagao com o ligante pode ser causada pela presenga de dois, 
ou mais, sitios de interagao com o ligante com afinidades diferentes 
pelo ligante, na mesma proteina ou em diferentes proteinas na mesma 
solugao. A cooperatividade negativa aparente e comumente observa- 
da tambem nas preparagoes proteicas heterogeneas. Existem poucos 
casos documentados de cooperatividade negativa verdadeira. 

3. (a) diminui (b) aumenta (c) diminui (d) aumenta 

4. fej = 8,9x 

5. (a) 0,5 nM (atalho: e equivalente a concentragao do ligante quando 
d = 0,5. (b) A proteina 2 tern a mais baixa. 

6 . 0 comportamento cooperative da hemoglobina provem das intera¬ 
goes entre as subunidades. 

7. (a) A observagao de que a hemoglobina A (HbA; materna) esta cerca 
de 60% saturada quando a pOg for 4 kPa, enquanto a hemoglobina 
F (HbF; fetal) esta mais de 90% saturada sob as mesmas condigoes 
fisiologicas, indica que a HbF tern maior afinidade pelo Og do que a 
HbA. (b) A maior afinidade da HbF pelo Og garante que o oxigenio 
fluira na placenta, do sangue materno para o fetal. 0 sangue fetal se 
aproxima da saturagao total onde a afinidade da HbA pelo Og e baixa. 
(c) A observagao de que a curva de saturagao da HbA pelo 0^ sofre 
maior inclinagao apos a ligagao de BPG do que a HbF sugere que BPG 
se liga mais firmemente a HbA do que a HbF. A ligagao diferencial do 
BPG as duas hemoglobinas pode determinar a diferenga de afinidade 
pelo Og. 

8. (a) Hb Memphis (b) HbS, Hb Milwaukee, Hb Providence, possivel- 
mente Hb Cowtown (c) Hb Providence. 

9. (a) Mais firmemente. A incapacidade de formar tetrameros limita a 
cooperatividade dessas variantes, e a curva de ligagao se torna mais 
hiperbolica. Alem disso, o sitio de ligagao ao BPG e destruido. A liga- 
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gao do oxigenio e, provavelmente, mais forte, porque o estado padrao 
na ausencia de BPG e o estado R de ligagao forte. 

10. (a) 1 X 10“^ M (b) 5 X 10“® M (c) 8 X 10“® m 

(d)2 X 10 ^ M. Observe que um rearranjo da Equagao 5-8 resulta 
em [L] = dKJ{l - 0). 

11. A estrutura do epitopo provavelmente fica escondida quando a G-ac- 
tina polimeriza formando a F-actina. 

12. Muitos patogenos, incluindo o HIV, tern mecanismos pelos quais con- 
seguem alterar repetidamente as protemas de superficie as quais os 
componentes do sistema imune se ligam. Assim, o organismo hospe- 
deiro se defronta regularmente com novos antigenos e precisa de tem¬ 
po para montar uma resposta imune para cada um deles. Enquanto o 
sistema imune responde a uma variante, sao criadas novas variantes. 

13. A ligagao do ATP a miosina desencadeia sua dissociagao do filamento 
fino da actina. Na ausencia de ATP, actina e miosina se ligam firme- 
mente uma a outra. 

14. 


(a) (b) (c) (d) 

15. (a) A cadeia Lea leve e a cadeia H e a pesada do fragmento Fab des- 

sa molecula de anticorpo. A cadeia Yea lisozima. (b) A estrutura jS 
predomina nas regides variaveis e constantes do fragmento. (c) Ca¬ 
deia pesada do fragmento Fab, 218 residuos de aminoacidos; cadeia 
leve do fragmento, 214; lisozima, 129. Menos de 15% da molecula da 
lisozima esta em contato com o fragmento Fab. (d) Na cadeia H, os 
residuos que parecem estar em contato com a lisozima incluem Gly^\ 
Tyr^^, Asp^°° e Tyr^°\ Na cadeia L, os residuos que parecem estar em 
contato com a lisozima incluem Tyr^^, lyr^^, Tyr®° e Trp^^. Na lisozima, 
os residuos Asn^^ Gly'^ Lys“®, Gly'^^ Thr“®, Asp^^®’Gln''^ 

e Arg^^^ parecem estar situados na interface antigeno-anticorpo. Nem 
todos esses residuos estao adjacentes na estrutura primaria. 0 eno- 
velamento da cadeia polipeptidica em niveis estruturais mais elevados 
aproxima residuos nao consecutivos na formagao do sitio antigenico de 
ligagao. 

16. (a) A proteina com um de 5 jiiM tera a afinidade mais alta pelo ligan- 
te L. Quando oiT^ for 10 julm, a duplicagao de [L] de 0,2 para 0,4 ijlm (va- 
lores bem abaixo do ira praticamente duplicar o 0 (o fator real de 
aumento e de 1,96). Essa e uma propriedade da curva hiperbolica; em 
baixas concentragoes do ligante, 0 e uma fungao quase linear da [L]. 
Por outro lado, a duplicagao da [L] de 40 para 80 jiiM (bem acima do K^, 
onde a curva de ligagao se aproxima do seu limite assintotico) causara 
um aumento de 0 por um fator de 1,1 somente. Os fatores de aumento 
sao identicos para as curvas geradas a partir da Equagao 5-11. (b) 
0 = 0,998. (c) Dependendo dos valores utilizados para os diferentes 
parametros, pode ser obtida uma grande variedade de respostas. 

17. (a) 



0 desenho nao esta em escala; cada celula tern uma quantidade muito 
maior de moleculas de miosina na sua superficie. (b) 0 ATP e necessario 
para fornecer a energia quimica para impulsionar o movimento (ver Ca- 


pitulo 13). (c) Um anticorpo que se ligue a cauda da miosina, o sitio de 
ligagao da actina, bloqueara sua ligagao e impedira o movimento. Um 
anticorpo que se ligue a actina tambem impedira a interagao actina- 
-miosina e, dessa forma, o movimento. (d) Existem duas explicagoes 
possiveis: (1) A tripsina atua somente nos residuos Lys e Arg (ver Tabela 
3-6) e assim nao atuara sobre muitos sitios na proteina. (2) Nem todos 
os residuos de Arg ou Lys sao iguaknente acessiveis a tripsina; os sitios 
mais expostos serao cUvados emprimeiro lugar. (e) 0 modelo SI. 0 mo- 
delo da dobradiga preve que o complexo esfera-anticorpo-HMM (com a 
dobradiga) se mova, mas o complexo esfera-anticorpo-SHMM (sem a do¬ 
bradiga) nao se mova. 0 modelo SI preve que ambos se movam porque 
ambos os complexos incluem SI. A constatagao que as esferas se movem 
com SHMM (sem dobradiga) e consistente somente com o modelo SI. 
(f) Com menos moleculas de miosina ligadas, as esferas podem tempo- 
rariamente desprender-se da actina a medida que uma miosina se solta 
dela. As esferas entao se movem mais lentamente, ja que e necessario 
tempo para que uma segunda miosina se ligue. Em densidades mais altas 
de miosina, a medida que uma miosina se desprende, outra rapidamente 
se liga, gerando um movimento mais rapido. (g) Acima de certa densi- 
dade, o que limita a velocidade do movimento e a rapidez intrinseca com 
que a miosina move as esferas. As moleculas de miosina estao se moven- 
do com a velocidade maxima e a adigao de mais miosina nao aumentara 
a velocidade. (h) Uma vez que a forga e exercida na cabega de SI, danos 
nessa regiao inativariam a molecula resultante, e a SHMM seria incapaz 
de produzir movimento. (i) A cabega de SI deve ser mantida Integra por 
interagbes nao covalentes suficientemente fortes para manter a forma 
ativa da molecula. 

Capitulo 6 

1. A atividade da enzima que converte agucar em amido e destruida por 
desnaturagao termica. 

2. 2,4X10“®m. 

3. 9,5xl0^anos. 

4. 0 complexo enzima-substrato e mais estavel do que a enzima sozinha. 

5. (a) 190 A (b) 0 enovelamento tridimensional da enzima aproxima 
residuos de aminoacidos. 

6 . A velocidade da reagao pode ser medida pela redugao na absorgao 
por NADH (a 340 nm) a medida que a reagao acontece. Determine o 
valor de usando uma concentragao de substrate bem acima do K^, 
mega a velocidade inicial (velocidade de desaparecimento de NADH 
com o tempo, medida espectrofotometricamente) em varias concen¬ 
tragoes conhecidas da enzima, e desenhe uma curva de velocidade 
inicial versus concentragao da enzima. A curva deve ser linear com 
uma inclinagao que fornece a medida da concentragao da LDH. 

7. (b),(e),(g) 

8. (a) 1,7 X 10”^ M (b) 0,33; 0,67; 0,91 (c) A curva superior correspon- 
de a enzima B ([X] > para esta enzima); a curva inferior, enzima A. 

9. (a) 400 s”^ (b) 10 jirM (c) a = 2, a' = S (d) Inibidor misto 

10. (a) 24 nM (b) 4 [jlm (Vq e exatamente a metade de assim [A] = 

(c) 40 fjLM (Vq e exatamente a metade de assim [A] = 10 

vezes o na presenga do inibidor) (d) Nao. = (0,33 s~^)/ 

(4 X 10“® m) = 8,25 X 10“V”^s“\ bem abaixo do limite de difusao 
controlada. 

11. « 140 )aM/min; 1 X 10“^ M. 

12. (a) ^max ^ mM/min, = 0,59 mM (b) Inibigao competitiva. 

13. = 2,2 mM; = 0,50 )amol/min. 

14. Curva A. 

15. k^^^ = 2,0 X 10^min”\ 

16. A hipotese basica da equagao de Michaelis-Menten ainda persiste. A 
reagao esta no estado estacionario, e a velocidade e determinada por 
Vq = k^ [ES]. As equagoes a serem resolvidas para a [ES] sao 

[Et] = [E] + [ES] + [El] e [El] = 

Ai 

[E] pode ser obtida pelo rearranjo da Equagao 6-19. 0 restante segue 
o padrao da dedugao da equagao de Michaelis-Menten no texto. 

17. Mr minima = 29.000. 
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18. A atividade da enzima prostatica e igual a atividade total de fosfatase 
na amostra de sangue descontando a atividade da enzima nao inibida 
por tartarato, pois o tartarato inibe completamente a fosfatase acida da 
prostata. 

19. A inibigao e mista. Uma vez que o parece nao se alterar aprecia- 
velmente, esse pode ser o caso especial de inibigao mista denominada 
nao competitiva. 

20. A [S] na qual Vq = V^^J2a' e obtida quando todos os termos do lado 
direito da Equagao 6-30, exceto - isto e, [S]/(q:Aj^ + q:'[S]) se 
igualem a a'. Comece com [S]/(q:Aj^ + a:'[S]) = V 2 a' e encontre o 
valor de [S]. 

21. A atividade otima ocorre quando Glu^^ esta protonado e Asp^^ nao esta 
protonado. 

22. (a) Fator de incremento = 1,96; Vq = 50 p,M s~^; fator de incremento 
= 1,048. 

(b) Quando a = 2,0, a curva desvia para a direita ja que 0 aumenta 
por um fator de 2. Quando a' = 3,0, a assintota da curva (0 dimi- 
nui por um fator de 3. Qaundo Q: = 2,0eQ:' = 3,0,a curva aumenta aci- 
ma da curva onde ambos a e a' = 1,0, devido a um declinio no No 
entanto, a assintota e menor, porque declina por um fator de 3. (c) 
Quando a = 2,0, a iutersecgao ema; se desloca para a direita. Quando a 
= 2,0 e a' = 3,0, a iutersecgao ema; se desloca para a esquerda. 

23. (a) Na enzima do tipo selvagem, o substrato e mantido na posigao por 
uma Ugagao de hidrogenio e uma interagao de dipolo ionico entre a ca- 
deia lateral carregada da Arg^^^e a carbonila polar do piruvato. Durante 
a catalise, a cadeia lateral da Arg^°® tambem estabiliza o estado de tran- 
sigao da carbonil polarizada. Na mutante, a ligagao se reduz a apenas 
uma ligagao de hidrogenio, a ligagao ao substrato e mais fraca, a esta- 
biUzagao ionica do estado de transigao se perde, e a atividade catalitica 
e reduzida. (b) Uma vez que Lys e Arg tern quase o mesmo tamanho e 
uma carga positiva similar, eles provaveknente tern propriedades muito 
semelhantes. Alem disso, como o piruvato se liga a Arg^^^ por uma in¬ 
teragao ionica (provaveknente), uma mutagao de Arg para Lys tera um 
efeito pequeno sobre a ligagao do substrato. (c) 0 arranjo “bifurcado” 
aknha dois grupos positivamente carregados de residues de Arg com os 
oxigenios negativamente carregados do piruvato e facilita duas intera- 
goes de ligagao de hidrogenio e de dipolo iorkco combinadas. Quando a 
Lys esta presente, somente uma dessas interagoes e possivel, reduzin- 
do, assim, a forga da interagao. 0 posicionamento do substrato e menos 
precise. (d) Ile^^° interage hidrofobicamente com o anel do NADH. Esse 
tipo de interagao nao e possivel com a cadeia lateral hidrofikea da Gin. 

(e) A estrutura esta mostrada a seguir. 

(f) A enzima mutante rejeita 0 piruvato porque 0 grupo metil hidro- 
fdbico do substrato nao ira interagir com 0 grupo guanidine altamente 
hidrofikeo da Arg^°^. A mutante se liga ao oxaloacetato em virtude das 
interagoes ibnicas fortes entre a cadeia lateral da Arg^°^ e 0 grupo car- 
boxil do oxaloacetato. (g) A proteina deve ser flexivel 0 suficiente para 
acomodar 0 acrescimo de volume da cadeia lateral e 0 substrato maior. 



Capitulo 7 

1. Com a redugao do oxigenio da carbonila um grupo hidroxila, a carac- 
teristica quimica em C-1 e C-3 e a mesma; a molecula de glicerol nao 
e quiral. 

2. Epimeros diferem na configuragao de apenas um carbono. (a) d- 
-altrose (C-2), D-gkeose (C-3), D-gulose (C-4) (b) D-idose (C-2), d- 
-galactose (C-3), D-alose (C-4) (c) D-arabinose (C-2), D-xilose (C-3) 

3. A formagao de osazona destroi a configuragao do C-2, de modo que as 
aldoses diferentes apenas na configuragao do C-2 originam 0 mesmo 
derivado, com o mesmo ponto de fusao. 

4. Para converter u-D-gkeose em jS-D-glicose, quebra-se a ligagao entre 
o C-1 e a hidroxila do C-5 (ver Figura 7-6). Para converter D-glicose 
em D-manose, quebra-se tanto a kgagao de —H quanto a de —OH em 
C-2. A conversao entre as conformagoes em “cadeira” nao requer o 
rompimento de kgagoes; essa e a distingao crucial entre configuragao 
e conformagao. 

5. Nao; a glicose e a galactose diferem em C-4. 

6. (a) Ambos sao polimeros de D-glicose, porem diferem quanto a liga¬ 
gao gkcosidica: (j81^4) na celulose e (ul^d) no gkcogenio. (b) Am- 
bas sao hexoses, porem a glicose e uma aldo-hexose e a frutose e uma 
cetoexose. (c) Ambas sao dissacarideos, mas a maltose contem duas 
unidades de glicose ligadas (ul^d); a sacarose contem D-gkeose e 
D-frutose ligadas (Q:l<-^2j8). 



8 . Um hemiacetal e formado quando uma aldose ou cetose se condensa 
com um alcool; um glicosideo e formado quando um hemiacetal se 
condensa com um alcool (ver Figura 7-5). 

9. A frutose forma tanto a estrutura ciclica da piranose quanto a da fu- 
ranose. 0 aumento da temperatura desloca o equikbrio na diregao da 
furanose, a forma menos doce. 

10. A taxa de mutarrotagao e alta o suficiente, de maneira que, confor- 
me a enzima consome a jS-D-glicose, mais a- D-glicose e convertida a 
forma j8 e, ao final, toda a gkcose e oxidada. A glicose-oxidase e espe- 
cifica para a gkcose e nao detecta outros agucares redutores (como a 
galactose), que reagem com o reagente de Fehkng. 

11. (a) A medida da variagao da rotagao optica ao longo do tempo, (b) A 
rotagao optica da mistura e negativa (invertida) em relagao aquela da 
solugao de sacarose. (c) -2,0°. 

12. Prepare uma pasta fluida de sacarose e agua para o recheio, adicione 
uma pequena quantidade de sacarase (invertase) e imediatamente 
cubra com chocolate. 

13. A sacarose nao tern nenhum carbono anomerico kvre para passar por 
mutarrotagao. 

14. 



Sim. Sim 
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15. A^-acetil-j8-D-glicosamina e um agucar redutor e seu C-1 pode ser oxi- 
dado (ver p. 252). D-gliconato nao e um agucar redutor e seu C-1 ja 
esta no estado de oxidagao de um acido carboxilico. G1 cN(q:1<-^1q:) 
Glc nao e um agucar redutor e os carbonos anomericos de ambos os 
monossacarideos estao envoMdos na ligagao glicosidica. 

16. Os humanos carecem de celulase no intestino e nao conseguem de- 
gradar a celulose. 

17. A celulose nativa consiste em unidades de glicose ligadas por ligagoes 
glicosidicas (j81^4), as quais forgam a cadeia do poHmero a assumir 
uma conformagao estendida. As series paralelas dessas cadeias esten- 
didas formam ligagoes de hidrogenio intermoleculares, agregando-as 
em fibras longas, resistentes e insoluveis. 0 glicogenio consiste em 
unidades de glicose unidas por ligagoes glicosidicas (a:1^4), o que 
leva a curvaturas na cadeia e impede a formagao de fibras longas. 
Alem disso, o glicogenio e extremamente ramificado e, ja que muitos 
dos grupos hidroxila estao expostos a agua, e altamente hidratado e 
se dispersa na agua. 

A celulose e um material estrutural em plantas, consistente com 
a agregagao lateral em fibras insoluveis. 0 glicogenio e uma forma de 
armazenamento de combustivel em animais. Granules de glicogenio 
altamente hidratados, com suas muitas extremidades nao redutoras, 
sao rapidamente hidrolisados pela glicogenio-fosforilase para a libera- 
gao de glicose-1-fosfato. 

18. A celulose e algumas vezes mais extensa, assumindo uma conforma¬ 
gao estendida, enquanto a amilose tern estrutura helicoidal. 

19. 6.000 residuos/s. 

20. 11s. 

21. 0 modelo em esfera e bastao do dissacarideo na Figura 7-18b nao 
mostra as interagoes estericas, porem, um modelo de volume atomico 
apresentando os atomos com sens tamanhos relatives reais iria expor 
alguns fortes impedimentos estericos no conformero -170°, -170°, 
os quais nao estao presentes no conformero 30°, -40°. 

22. As cargas negativas do sulfato de condroitina repelem umas as outras 
e forgam a molecula a uma conformagao estendida. A polaridade da 
molecula atrai muitas moleculas de agua, aumentando o volume mole¬ 
cular. No solido desidratado, cada carga negativa e contrabalanceada 
por um ion positive, e a molecula se comprime. 

23. Residues de aminoacidos positivamente carregados se ligariam aos 
grupos da heparina carregados com alta carga negativa. Na verdade, 
residues de Lys da antitrombina III interagem com a heparina. 

24. Oito sequencias possiveis, 144 ligagoes possiveis e 64 possibilidades 
estereoquimicas, somando um total de 73.728 permutagoes! 

25. 


Cadeias de 
oligossacarideos: 

0 
1 
2 
3 

© 

26. Oligossacarideos, pois suas subunidades podem ser combinadas de 
mais maneiras diferentes do que as subunidades de aminoacidos dos 
oligopeptideos. Cada grupo hidroxila pode participar das ligagoes gli¬ 
cosidicas, e a configuragao de cada ligagao glicosidica pode ser a ou j8. 
0 polimero pode ser linear ou ramificado. 

27. (a) Residues em pontos de ramificagao geram 2,3-di-O-metilglicose; 
os residues nao ramificados geram 2,3,6-tri-O-metilglicose. (b) 3,75%. 

28. Cadeias de residues de D-glicose ligadas (1^6) com ramificagoes 
(1^3) esporadicas, com aproximadamente uma ramificagao a cada 
20 residues. 

29. (a) Os testes envolvem a tentativa da dissolugao de apenas parte da 
amostra em diferentes solventes, e, entao, a analise dos materiais dissol- 
vidos e nao dissoMdos para avaUar se as composigdes diferem. (b) Para 
uma substancia pura, todas as moleculas sao iguais e qualquer fragao. 


dissolvida apresentara a mesma composigao da fragao nao dissoMda. 
Uma substancia impura e uma mistura de mais de um componente. 
Quando tratado com um solvente especifico, um dos componentes pode 
dissolver-se mais, deixando mais do outro componente para tras. Como 
resultado, as fragoes dissolvidas e nao dissolvidas apresentam compo¬ 
sigdes diferentes. (c) Um ensaio quantitative permite que os pesquisa- 
dores estejam seguros que nada da atividade seja perdido por degrada- 
gao. Ao se determinar a estrutura de uma molecula, e importante que 
a amostra sob analise seja constituida somente por moleculas intactas 
(nao degradadas). Se a amostra estiver contaminada com material de- 
gradado, os resultados estruturais confuses possivelmente serao nao 
interpretaveis. Um ensaio qualitative detectaria a presenga de ativida¬ 
de, mesmo que a amostra estivesse significativamente degradada. (d) 
Resultados 1 e 2. 0 resultado 1 e consistente com a estrutura conhecida, 
pois 0 antigeno tipo B tern tres moleculas de galactose, enquanto os 
tipos A e 0 tern apenas dois residues cada. 0 resultado 2 tambem e 
consistente, pois o tipo A tern dois aminoagucares (A/'-acetilgalactosa- 
mina e Af-acetilglicosamina), enquanto os tipos B e 0 tern apenas um 
(Af-acetilglicosamina). 0 resultado 3 nao e consistente com a estrutura 
conhecida: para o tipo A, a razao glicosamina:galactosamina e 1:1; para 
0 tipo B, ela e 1:0. (e) As amostras estavam provaveknente impuras e/ 
ou parcialmente degradadas. Os primeiros dois resultados estavam cor- 
retos possivelmente porque o metodo era somente semiquantitativo e, 
portanto, nao tao sensivel a imprecisoes na dosagem. 0 terceiro resul¬ 
tado e mais quantitative e, por isso, provavelmente difere dos valores 
previstos, devido a amostras impuras ou degradadas. (f) Exoglicosida- 
se. Se fosse endoglicosidase, um dos produtos de sua agao sobre o an¬ 
tigeno 0 seria galactose, Af-acetUglicosamina ou AA-acetilgalactosamina, 
e pelo menos um desses agucares seria capaz de inibir a degradagao. 
Dado que a enzima nao e inibida por nenhum desses agucares, ela deve 
ser uma exoglicosidase, removendo somente o agucar terminal da ca¬ 
deia. 0 agucar terminal do antigeno 0 e a fucose, a qual corresponde, 
portanto, ao unico agucar que poderia inibir a degradagao do antigeno 
0. (g) A exoglicosidase remove a Af-acetilgalactosamina do antigeno A 
e a galactose do antigeno B. Como a fucose nao e produto de nenhuma 
dessas reagoes, ela nao impede a remogao desses agucares, e as mole¬ 
culas resultantes nao mais serao antigenos A ou B ativos. Entretanto, os 
produtos deveriam ser ativos sobre o antigeno 0, pois a degradagao para 
na fucose. (h) Todos os resultados sao consistentes com a Figura 10-15. 
(1) D-Fucose e L-galactose, que protegeriam contra a degradagao, nao 
estao presentes em nenhum dos antigenos. (2) 0 agucar terminal do 
antigeno A e AA-acetilgalactosamina, e esse e o unico agucar capaz de 
proteger esse antigeno da degradagao. (3) 0 agucar terminal do antige¬ 
no B e a galactose, unico agucar capaz de proteger esse antigeno. 

Capitulo 8 

1. N-3eN-7 

2 . (5')GCGCAATATTTTGAGAAATATTGCGC(3'), e contem um palin- 
dromo. A cadeia individual pode formar estruturas de grampo e as 
duas cadeias podem formar uma estrutura cruciforme. 

3. 9,4xl0"‘‘g. 

4. (a) 40° (b) 0°. 

5. A helice de RNA esta na conformagao A; a helice de DNA esta geral- 
mente na conformagao B. 

6 . No DNA de eucariotos, aproximadamente 5% dos residuos de C estao 
metilados. A 5-metilcitosina pode ser desaminada espontaneamente 
para formar timina; o par G-T resultante e um dos pareamentos in- 
corretos mais comuns em celulas eucarioticas. 

7. Mais alto. 

8 . Sem a base, o anel de ribose pode ser aberto para gerar a forma al- 
deldica nao ciclica. Isso, e a perda de interagoes de empilhamento 
de bases, podem contribuir significativamente para a flexibilidade do 
esqueleto de DNA. 

9. CGCGCGTGCGCGCGCG. 

10. 0 empilhamento de bases em acidos nucleicos tende a reduzir a ab- 
sorgao de luz UV. A desnaturagao envolve perda de empilhamento de 
bases e aumento de absorgao da UV. 

11. 0,35mg/mL. 
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12 . 



Desoxirribose 


HN" 

I 


O 


.N 

\ 


H2N' 


H 


CH 


Guanina 


Q- 

I 

O—P = 0 

I 

OH 

Fosfato 


Solubilidades: fosfato > desoxirribose > guanina. Os grupos fosfato 
altamente polares e as porgoes de agucar estao na parte externa da 
helice dupla, expostos a agua; as bases hidrofobicas estao no interior 
da helice. 

13. Se dCTP for omitido, quando 0 primeiro residuo de G for encontrado 
no molde, sera adicionado ddCTP, e a polimerizagao sera interrompi- 
da. Somente uma banda sera visualizada no gel de sequenciamento. 

14. 


lifMMllT 



15. (5')P—GCGCCAUUGC(3')—OH 
(5')P—GCGCCAUUG(3')—OH 
(5')P—GCGCCAUU(3')—OH 
(5')P—GCGCCAU(3')—OH 
(5')P—GCGCCA(3')—OH 
(5')P—GCGCC(3')—OH 
(5')P—GCGC(3')—OH 
(5')P—GCG(3')—OH 
(5')P—GC(3')—OH 

e os nucleosideos 5'-fosfato. 

16. (a) A agua participa da maioria das reagoes biologicas, incluindo 
as que causam mutagoes. 0 baixo conteudo de agua nos endospo- 
ros reduz a atividade de enzimas causadoras de mutagoes e a taxa 
de reagoes nao enzimaticas de depurinagao (reagoes de hidrolise). 

(b) A luz UV induz a formagao de dimeros de pirimidina ciclobutano. 
Como B. subtilis e um organismo do solo, os esporos podem ir para 
a superficie do solo on para o ar, onde podem sujeitar-se a exposigao 
prolongada aos raios UV. 

17. DMT e um grupo bloqueador que impede a reagao da base que esta 
sendo adicionada com ela mesma. 

18. (a) Orientada para a direita. A base em uma extremidade 5' e a ade- 
nina; na outra extremidade 5' e a citidina. (b) Orientada para a es- 
querda. (c) Se nao conseguir ver as estruturas tridimensionalmente, 
use 0 a ferramenta de busca para encontrar dicas on-line. 

19. (a) Nao e facil! Esses dados para amostras diferentes do mesmo or¬ 
ganismo demonstram variagoes significativas e o rendimento nunca 
e 100%. Os numeros para C e T tern muito mais consistencia do que 
aqueles para A e G, entao para C e T e muito mais facil defender a 
ideia de que amostras do mesmo organismo tern a mesma composi- 
gao. Mas mesmo com valores menos consistentes para A e G, (1) a 
faixa de valores para diferentes tecidos se sobrepoe substancialmen- 
te; (2) a divergencia entre diferentes preparagoes do mesmo tecido 
e aproximadamente a mesma entre amostras de diferentes tecidos; e 
(3) em amostras para as quais 0 rendimento e alto, os numeros sao 
mais consistentes. (b) Essa tecnica nao seria sensivel 0 suficiente 
para detectar uma diferenga entre celulas normais e cancerigenas. 
Cancer e causado por mutagoes, mas essas alteragoes no DNA - pou- 


cos pares de bases em varies bilhoes - seriam muito pequenas para 
serem detectadas por essas tecnicas. (c) As relagoes A:G e T:C va- 
riam muito entre diferentes especies. Por exemplo, na bacteria Ser- 
ratia marcescens, ambas as razoes sao de 0,4, mostrando que o DNA 
e principalmente composto por G e C. Haemophilus influenzae, 
por outro lado, as razoes sao de 1,74 e 1,54, entao o DNA e principal- 
mente A e T. (d)A conclusao 4 tern tres exigencias: A = T: a tabela 
mostra uma razao A:T muito proxima a 1 em todos os cases. Certa- 
mente, a variagao dessa razao e muito menor do que a variagao nas 
razoes A:G e T:C. G = C: Novamente, a razao G:C e muito proxima 
ale outras razoes variam amplamente. (A + G) = (T + C): Essa e 
a razao purina:pirimidina, a qual tambem e muito proxima a 1 . (e) 
As fragoes diferentes do “cerne” representam diferentes regioes do 
DNA do germe de trigo. Se o DNA fosse uma sequencia repetitiva 
monotona, a composigao de bases de todas as regioes seria a mesma. 
Uma vez que regioes diferentes do cerne tern sequencias diferentes, a 
sequencia de DNA deve ser mais complexa. 


Capitulo 9 

1 . (a) C5')-G(3') e (50AATTC-(3') 

(3')-CTTAA(5') (3')G-(5') 

(b) (5')-GAATT(3') e (5')AATTC-(3') 

(3')-CTTAAC50 (3')TTAAG-(5') 

(c) (5')-GAATTAATTC-(3') 

(3')-CTTAATTAAG-(5') 

(d) (5')---G(30 e (5')C---(3') 

(3')---C(5') (3')G---(5') 

(e) (5')-GAATTC-(3') 

(3')-CTTAAG-(5') 

(f) (50-CAG(3') e (5')CTG-(3') 

(3')-GTC(5') (30GAC-(5') 

(g) (5')-CAGAATTC-(3') 


(3')-GTCTTAAG-(5') 


(h) Metodo 1: clivar o DNA comE'coRI como em (a). Nesse ponto, 
trata-se o DNA como em (b) on (d), entao ligar um fragmento de DNA 
sintetico com sequencia de reconhecimento da enzima BamRl entre 
as duas extremidades cegas resultantes. Metodo 2 (mais eficiente): 
sintetizar um fragmento de DNA com a estrutura 


(50AATTGGATCC(30 

(30CCTAGGTTAA(50 


Esse fragmento se liga de modo eficiente a extremidades coesivas ge- 
radas pela clivagem com EcoRl, realizaria a introdugao de um sitio 
de BamHl, mas nao regeneraria o sitio de EcoRl. (i) Os quatro frag- 
mentos (sendo N = qualquer nucleotideo), na ordem de discussao do 
problema, sao: 


(50 AATTCNNNNCTGCA(3 0 
(30GNNNNG(50 
(50AATTCNNNNGTGCA(30 
(30GNNNNC(50 
(5 0 AATTGNNNNCTGCA(3 0 
(30CNNNNG(50 
(5 0 AATTGNNNNGTGCA(3 0 
(30CNNNNC(50 


2. 0 DNA do fago A pode ser empacotado em particulas infecciosas de 
fagos somente se o sen tamanho estiver compreendido entre 40.000 
e 53.000 pares de bases de comprimento. Uma vez que vetores bac- 
teriofagos geralmente tern acima de 30.000 pares de bases (em duas 
partes), ele nao sera empacotado em particulas de fagos a menos que 
ele contenha um fragmento de DNA de comprimento adequado inse- 
rido (10.000 a 23.000 pares de bases). 

3. (a) Plasmideos nos quais o plasmideo original pBR322 foi regenerado 
sem insergao de fragmento de DNA exogeno. Esses vetores possuem 
resistencia a ampicilina. Duas on mais moleculas de pBR322 tambem 
poderiam ser ligadas juntas com on sem a insergao de DNA exogeno. 
(b) Os clones nas canaletas 1 e 2 tern um fragmento de DNA inserido 
em diferentes orientagoes. 0 clone na canaleta 3 tern dois fragmentos 
de DNA, ligados de forma tal que as extremidades proximais de EcoRl 
estao unidas. 
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4. (50 GAAAGTCCGCGTTATAGGCATG(30 
(30ACGTCTTTCAGGCGCAATATCCGTACTTAA(50 

5. 0 seu teste necessitaria de oligonucleotideos iniciadores (primers') 
de DNA, uma DNA-polimerase termoestavel, desoxirribonucleoside- 
os trifosfatados e uma maquina de PGR (termociclador). Os oligonu¬ 
cleotideos iniciadores sao desenhados para amplificar um segmento 
de DNA compreendendo a repetigao GAG. A fita de DNA mostrada 
e a fita codificadora, orientada de 5'^3' da esquerda para a direita. 
0 iniciador que se liga ao DNA a esquerda da repetigao e identico 
para qualquer sequencia de 25 nucleotideos mostrada na regiao a es¬ 
querda da repetigao GAG. 0 iniciador que se liga ao lado direito deve 
ser complementar e antiparalelo a sequencia de 25 nucleotideos a 
direita da repetigao GAG. Usando esses iniciadores, 0 DNA contendo 
a repetigao GAG seria amplificado por PGR, e o seu tamanho seria de- 
terminado por comparagao com marcadores de peso molecular apos 
eletroforese. 0 tamanho do DNA refletiria o numero de repetigoes 
GAG, fornecendo um teste simples para o diagnostico da doenga. 

6 . Desenhar oligonucleotideos iniciadores para PGR complementares 
para o segmento de DNA eliminado, mas o qual direcionaria a sintese 
de DNA distante uma da outra. Nenhum produto de PGR sera gerado 
a menos que as extremidades do segmento eliminado estejam unidas 
para criar um circulo. 

7. A planta expressando a luciferase do vagalume devera captar a lucife- 
rina, o substrato da luciferase, antes de poder “brilhar” (embora fra- 
camente). A planta expressando a proteina fluorescente verde brilha 
sem necessitar de nenhum outro composto. 

8 . Iniciador PGGTGGAGTGAATGGATGGTG 
Iniciador 2: GGGGGAGATGAGAGGAAGGA 

Recorde que todas as sequencias de DNA sao sempre escritas no 
sentido 5' para 3', da esquerda para a direita; que as duas fitas de 
uma molecula de DNA sao antiparalelas; e que ambos os iniciadores 
de PGR devem dirigir as sequencias terminais de forma que suas ex¬ 
tremidades 3' sejam orientadas para o segmento a ser amplificado. 
No laboratorio, escrever uma sequencia na orientagao errada em um 
formulario de pedido de um oligonucleotideo iniciador sintetico pode 
ser um erro muito caro. 

9. 91 5 374 2 68 


A 


C 


10. A produgao de anticorpos marcados e muito cara e dificU. A marcagao 
de cada anticorpo para cada proteina-alvo e impraticavel. A marcagao 
de uma preparagao de anticorpo para que se ligue a todos os anticorpos 
de uma classe em particular permite que a mesma preparagao possa 
ser usada em muitos experimentos de imunofluorescencia diferentes. 

11. Expresse a proteina na linhagem 1 de levedura como proteina de 
fusao com um dos dominios de Gal4p - por exemplo, o dominio de 
ligagao ao DNA. Usando a linhagem 2 de levedura, faga uma biblio- 
teca na qual todas as proteinas do fungo sejam expressas como pro- 
teinas de fusao com o dominio de interagao Gal4p. Gruze a biblioteca 
da linhagem 1 com a da linhagem 2, e procure as colonias coloridas 
pela expressao do gene reporter. Essas colonias geralmente surgem 
de celulas que contem uma proteina de fusao que interage com sua 
proteina-alvo. 

12. Gobrir a mancha 4, adicionar solugao contendo T ativado, irradiar e lavar 

l.A-T 2. G-T 3.A-T 4. G-G 

Gobrir as manchas 2 e 4, adicionar solugao contendo G ativado, irra¬ 
diar e lavar 

l.A-T-G 2. G-T 3.A-T-G 4. G-G 


Gobrir a mancha 3, adicionar solugao contendo G ativado, irradiar e 
lavar 

l.A-T-G-G 2. G-T-G 3. A-T-G 4. G-G-G 

Gobrir as manchas 1, 3 e 4, adicionar solugao contendo G ativado, 
irradiar e lavar 

l.A-T-G-G 2. G-T-G-G 3. A-T-G 4. G-G-G 

Gobrir as manchas 1 e 2, adicionar solugao contendo G ativado, irra¬ 
diar e lavar 

1. A-T-G-G 2. G-T-G-G 3. A-T-G-G 4. G-G-G-G 

13. Os iniciadores podem ser usados para sondar bibliotecas contendo 
clones genomicos longos para identificar as extremidades dos contigs 
proximos. Se os contigs que flanqueiam os espagos estiverem sufi- 
cientemente proximos, os iniciadores podem ser usados em uma PGR 
para amplificar diretamente o DNA de interferencia que separa os 
contigs, que podem entao ser clonados e sequenciados. 

14. ATSAAGWDEWEGGKVLIHLDGKLQNRGALLELDIGAV 

15. A mesma doenga pode ser causada por defeitos em dois ou mais ge¬ 
nes, que estao em cromossomos diferentes. 

16. (a) As solugoes de DNA sao altamente viscosas porque contem um 
conjunto de moleculas muito grandes e emaranhadas em solugao. 
Moleculas pequenas tendem a ser menos emaranhadas e formar uma 
solugao menos viscosa; dessa forma, uma diminuigao da viscosida- 
de corresponde a um encurtamento do polimero - como o causado 
pela atividade nucleasica. (b) Uma endonuclease. Uma exonuclease 
remove nucleotideos de extremidades 5' e 3' e poderia produzir nu¬ 
cleotideos marcados com soluveis em TGA. Uma endonuclease 
corta 0 DNA em fragmentos de oligonucleotideos e produz pouco 
ou nenhum material marcado com ^^P soluvel em TGA. (c) A ex- 
tremidade 5'. Se o fosfato estivesse a esquerda na extremidade 3', 
a cinase incorporaria uma quantidade significativa de ^^P como o 
fosfato acrescido a extremidade 5'. 0 tratamento com fosfatase nao 
teria nenhum efeito sobre isso. Nesse caso, as amostras A e B incor- 
porariam quantidades significantes de ^^P. Quando o fosfato esta a 
esquerda na extremidade 5', a cinase nao promove nenhuma incor- 
poragao de ^^P: ela nao pode adicionar fosfato quando esse grupa- 
mento ja esta presente. 0 tratamento com fosfatase remove o fosfato 
da posigao 5', e a cinase, entao, incorpora quantidades significativas 
de ^^P. A amostra A tera pouco ou nenhum ^^P, e a B mostrara in- 
corporagao substancial de ^^P - como observado. (d) As quebras 
aleatorias iriam produzir uma distribuigao de fragmentos de tama- 
nhos aleatorios. A produgao de fragmentos especificos indica que a 
enzima e sitio-especifica. (e) Glivagem no sitio de reconhecimento. 
Isso produz uma sequencia especifica na extremidade 5'dos frag¬ 
mentos. Se a clivagem ocorresse proxima, mas nao dentro do sitio de 
reconhecimento, as sequencias das extremidades 5' dos fragmen¬ 
tos seriam aleatorias. (f) Os resultados sao consistentes com duas 
sequencias de reconhecimento, como mostradas a seguir, clivadas 
onde mostrado pelas setas: 

1 

(5')-GTT AAC-(3') 

(3')-GAA TTG-(5') 

r 

Que produz os fragmentos (5')pApApG e (3')TpTp; e 

i 

(5')-GTC GAG-(3') 

(3')-GAG CTG-(5') 

t 

Que produz os fragmentos (5')pGpApG e (3')GpTp. 

CapitulolO 

1. 0 termo “lipideo” nao especifica uma estrutura quimica particular. Os 
compostos sao classificados como lipideos com base na sua maior so- 
lubilidade nos solventes organicos do que na agua. 

2. (a) 0 numero de ligagoes duplas cis. Gada ligagao dupla cis causa 
uma inflexao na cadeia hidrocarbonada, baixando a temperatura de 
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fusao. (b) Seis triacilglicerois diferentes podem ser constrmdos, em 
ordem crescente de pontos de fusao: 

000 < OOP = OPO < PPO = POP < PPP 

Nos quais 0 = acido oleico e P = acido palmitico. Quanto maior o 
conteudo em acido graxo saturado, mais alto e o ponto de fusao. (c) 
Os acidos graxos com cadeias ramificadas aumentam a fluidez da 
membrana porque reduzem o grau de empacotamento dos lipideos 
da membrana. 

3. A lecitina, composto anfipatico, e um agente emulsificante, facilitando 
a solubilizagao da manteiga. 

4. 



COOH COOH 

H — C— NHg H3N — C— H 

CH3 CH3 

Acido (i2)-2-aminopropanoico Acido (S)-2-aminopropanoico 

OH COOH 

H3C — C — COOH H3C — C — OH 

H H 

Acido (i?)-2-hidroxipropanoico Acido (S)-2-hidroxipropanoico 

7. Unidades hidrofobicas: (a) 2 acidos graxos; (b), (c) e (d) 1 acido 
graxo e a cadeia hidrocarbonada da esfingosina; (e) nucleo esteroide 
e cadeia lateral acil. Unidades hidrofilicas: (a) fosfoetanolamina; 
(b) fosfocolina; (c) D-galactose; (d) varias moleculas de agucar; (e) 
grupo alcool (OH). 

8 . 



9. Pela reduQao das ligagoes duplas, 0 que eleva o ponto de fusao dos 
lipideos que contem os acidos graxos. 

10. Os triacilglicerois das gorduras animais (banha) sao hidrolisados 
(saponificados) pelo NaOH e formam saboes muito mais soluveis em 
agua do que os triacilglicerois. 

11. So pode ser um esfingolipideo (esfingomielina). 

12 . 



Fosfatidilserina 

13. Cadeias acil longas e saturadas, quase solidas na temperatura ambien- 
te, formam uma camada hidrofobica, na qual compostos polares como 
a HgO nao conseguem se dissolver ou difundir. 


14. (a) 0 grupo —OH livre no C-2 e o grupo polar fosfocolina no C3 sao 
hidrofilicos; o acido graxo no C-1 da lisolecitina e hidrofobico. (b) 
Certos esteroides como a prednisona inibem a atividade da fosfolipa- 
se Ag, inibindo, assim, a liberagao de acido araquidonico a partir de 
C-2. 0 acido araquidonico se converte em uma grande variedade de 
eicosanoides, sendo que alguns deles causam inflamagao e dor. (c) 
A fosfolipase Ag libera acido araquidonico, precursor de outros eico¬ 
sanoides que tern fungao de protegao no corpo; ela tambem degrada 
glicerofosfolipideos da dieta. 

15. A parte lipidica da membrana que determina o tipo sanguineo e o 
oligossacarideo do grupo polar dos esfingolipideos (ver Figura 10-15). 
Esse mesmo oligossacarideo esta ligado a determinadas glicoprotei- 
nas de membrana, as quais tambem servem como ponto de reconhe- 
cimento pelos anticorpos que distinguem grupos sanguineos. 

16. 0 diacilglicerol e hidrofobico e permanece na membrana. 0 inositol 
1,4,5-trifosfato e altamente polar, muito soluvel em agua e se difunde 
facilmente no citosol. Ambos sao segundos mensageiros. 

17. As vitaminas hidrossoluveis sao excretadas mais rapidamente na uri- 
na e nao sao armazenadas. As vitaminas lipossoluveis tern solubilida- 
de muito baixa em agua e sao armazenadas nos lipideos corporais. 

18. (a) Glicerol e os sais sodicos dos acidos palmitico e estearico. (b) 
D-glicerol-3-fosfocolina e os sais sodicos dos acidos palmitico e oleico. 

19. Solubilidade em agua: monoacilglicerol > diacilglicerol > triacilglicerol. 

20. Do eluido em primeiro lugar ao eluido em ultimo lugar: palmitato de 
colesteril e triacilglicerol; colesterol e ?z-tetradecanol; fosfatidilcolina 
e fosfatidiletanolamina; esfingomielina; fosfatidilserina e palmitato. 

21. (a) Faga uma cromatografia (GLS, ou TLC em silica gel) com os com- 
ponentes de hidrolisados acidos e compare os resultados com padroes 
conhecidos. Hidrolisado de esfingomielina: esfingosina, acidos gra¬ 
xos, fosfocolina, colina e fosfato; hidrolisado de cerebrosideo: es¬ 
fingosina, acidos graxos, agucares, mas sem fosfato. (b) A hidrolise 
alcalina forte da esfingomielina gera esfingosina; fosfatidilcolina gera 
glicerol. Detecte os componentes do hidrolisado em cromatogramas 
de camada delgada comparando-os com padroes ou por sua reagao 
diferencial com FDNB (somente a esfingosina reage e forma um com¬ 
posto colorido). 0 tratamento com fosfolipase A^ ou libera acidos 
graxos da fosfatidilserina, mas nao da esfingomielina. 

22. Fosfatidiletanolamina e fosfatidilserina. 

23. (a) GMl e globosideo. A glicose e a galactose sao hexoses, de for¬ 
ma que “hexose” na relagao molar se refere a glicose + galactose. 
As proporgoes para os quatro gangliosideos sao: GMl, 1:3:1:1; GM2, 
1:2:1:1; GM3, 1:2:0:1; globosideo, 1:3:1:0. (b) Sim. Aproporgao com- 
bina com GM2, o gangliosideo esperado na doenga de Tay-Sachs (ver 
Quadro 10-1, Figura Q-1) (c) Essa analise e semelhante a utilizada 
por Sanger para determinar a sequencia de aminoacidos da insulina. 
A analise dos fragmentos revela somente sua composigdo, nao sua se¬ 
quencia, mas como cada fragmento se origina da remogao sequencial 
de um agucar, e possivel tirar conclusoes sobre a sequencia. A estru- 
tura do assialogangliosideo normal e a ceramida - glicose-galactose- 
-galactosamina-galactose - coerente com o Quadro 10-1 (excluindo 
NeuSAc, removida antes da hidrolise). (d) 0 assialogangliosideo de 
Tay-Sachs e ceramida-glicose-galactose-galactosamina, coerente com 
0 Quadro 10-1 (e) A estrutura do assialogangliosideo normal GMl 
e: ceramida-glicose (2 —OH envolvidos em ligagoes glicosidicas; 
1—OH envolvido na estrutura do anel; 3 —OH (2,3,6) livres para 
metilagao)-p'atoctose (2 —OH em ligagoes; 1 —OH no anel; 3 —OH 

(2.4.6) livres para metilagao)-p'atoctosamma (2 —OH em ligagoes; 
1 —OH no anel; 1—NHg em vez de 1 —OH; 2 —OH (4,6) livres para 
metilagao)-p'aZac^ose (1 —OH na ligagao; 1 —OH no anel; 4 —OH 

(2.3.4.6) livres para metilagao) (f) Estao faltando duas informagoes- 
-chave: quais sao as ligagoes entre os agucares? Onde o NeuSAc esta 
ligado? 

CapituloH 

1. A area por molecula pode ser calculada a partir da quantidade usada 
e conhecida (numero de moleculas) de lipideos, e a area ocupada por 
uma monocamada quando comega a resistir a compressao (quando a 
forga necessaria aumenta muito, conforme mostra a curva de forga 
versus area). 
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2. Os dados apoiam uma bicamada de lipideos nos eritrocitos de cao: 22. 

uma celula isolada com area de superficie de 98 [xia tern area de mo- 
nocamada lipidica de 200 [jlir. No caso de eritrocitos humanos e de 
ovelhas, os dados sugerem uma monocamada, nao uma bicamada. De 
fato, ocorreram erros experimentais significatives nesses primeiros 
experimentos; medidas recentes mais acuradas apoiam uma bicama¬ 
da em todos os cases. 

3. 63 moleculas de SDS por micela. 

4. (a) Os lipideos que formam bicamadas sao moleculas anfipaticas: 
contem uma regiao hidrofilica e uma regiao hidrofobica. Esses lipi¬ 
deos formam uma camada bidimensional com as regioes hidrofilicas 
expostas para a agua e as regioes hidrofobicas escondidas no interior 
da camada, para minimizar a area hidrofobica exposta a superficie 
aquosa. Alem disso, para evitar a exposigao das bordas hidrofobicas 
da camada a agua, a bicamada lipidica se fecha sobre si mesma. (b) 

Essas camadas formam as superficies fechadas de membranas que 
envolvem as celulas e os compartimentos intracelulares (organelas). 

5. 2 nm. Dois palmitatos colocados com as extremidades em contato se 
estendem por 4 nm, aproximadamente a espessura de uma bicamada 
tipica. 

6 . Redugao. 0 movimento dos lipideos individuais na bicamada ocorre 
muito mais rapidamente a 37°C, quando estao na fase “fluida”, do que 
a 10°C, quando estao na fase “solida”. 

7. 35 kJ/mol, omitindo os efeitos do potencial eletrico transmembrana; 

0,60 mol. 

8 . 13kJ/mol. 

9. A maior parte do 0^ consumido nos tecidos e pela fosforilagao oxidati- 
va, a fonte da maioria do ATR Portanto, dois tergos do ATP sintetiza- 
do pelo rim sao usados para bombear K"^ e Na"^. 

10. Nao. 0 simportador pode carregar mais do que um equivalente de Na^ 
para cada mol de glicose transportado. 

11. A extragao com sal indica uma localizagao periferica, e a inacessibili- 
dade a proteases em celulas intactas indica uma localizagao interna. A 
proteina X parece ser periferica na face citosolica da membrana. 

12. As interagoes hidrofobicas entre os lipideos da membrana sao nao co- 
valentes e reversiveis, permitindo o fechamento espontaneo da mem¬ 
brana. 

13. A temperatura dos tecidos corporais nas extremidades e mais baixa 
do que daqueles mais proximos ao centre do corpo. Se os lipideos 
devem permanecer fluidos nessa temperatura mais baixa, eles devem 
center uma proporgao mais elevada de acidos graxos insaturados; os 
acidos graxos insaturados baixam o ponto de fusao das misturas lipi- 
dicas. 

14. 0 custo energetico para mover os grupos altamente polares e as vezes 
carregados, pelo interior hidrofobico da membrana, e proibitivo. 

15. Em pH 7, 0 triptofano carrega uma carga positiva e uma negativa, mas 
0 indol nao tern carga. 0 movimento do indol menos polar pelo nucleo 
hidrofobico da bicamada e energeticamente mais favoravel. 

16. 3XlO“"s. 

17. Tratar uma suspensao de celulas com NEM nao marcado na presenga 
de um excesso de lactose, remover a lactose e adicionar NEM marca¬ 
do radioativamente. Usar SDS-PAGE para determinar da banda 
radioativa (o transportador). 

18. Construir uma curva de hidropatia; as regioes hidrofobicas com 20, ou 
mais, residues sugerem segmentos transmembrana. Determinar se a 
proteina nos eritrocitos intactos interage com um reagente imperme- 
ante a membrana, especifico para aminas primarias; caso o faga, entao 
0 transportador e do tipo I. 

19. 0 transportador de leucina e especifico para o isomero l, mas o sitio 
de ligagao pode acomodar tanto L-leucina como L-valina. A redugao da 

na ausencia de Na"^ indica que a leucina (ou a valina) e transpor- 
tada por simporte com Na^. 

20. A e reduzida; o nao e afetado. 

21. ~ 1%; estimado pelo calculo da area de superficie da celula e de 
10.000 moleculas de transportador (usando as dimensoes da hemoglo- 
bina [5,5 nm de diametro, p. 163] como modelo de proteina globular). 



Os aminoacidos com maior indice de hidropatia (V, L, F e C) estao 
agrupados de um lado da helice. Essa helice anfipatica provavelmen- 
te mergulha na bicamada ao longo de sua superficie hidrofobica, en- 
quanto expoe a outra superficie a fase aquosa. Alternativamente, um 
grupo de helices se reune com suas superficies polares em contato 
umas com as outras e suas superficies hidrofobicas voltadas para a 
bicamada lipidica. 

23. Cerca de 22. Para estimar a fragao de superficie de membrana coberta 
por fosfolipideos, sera precise saber (ou estimar) a area transversal 
media de uma molecula de fosfolipideo em uma bicamada (p. ex., a 
partir de um experimento como aquele esquematizado no problema 1 
deste capitulo) e a area transversal media de uma proteina de 50 kDa. 

24. (a) 0 avango por residue de uma helice a (Capitulo 4) e de 1,5 A = 
0,15 nm. Para atravessar os 4 nm da bicamada, uma helice a deve cen¬ 
ter 27 residues; assim, para atravessar sete vezes, sao necessaries cer¬ 
ca de 190 residues. Uma proteina com de 64.000 tern cerca de 580 
residues. (b) Usa-se uma curva de hidropatia para localizar regioes 
transmembrana. (c) Uma vez que cerca da metade dessa porgao do 
receptor de adrenalina consiste em residues carregados, representa, 
provavehnente, uma alga intracelular que conecta duas regioes ad- 
jacentes da proteina que atravessam a membrana. (d) Uma vez que 
essa helice e composta na sua maior parte por residues hidrofobicos, 
essa regiao do receptor provavehnente e uma das regioes da proteina 
que atravessa a membrana. 

25. (a) Modelo A: mantido. As duas hnhas escuras sao ou as camadas 
de proteina ou os grupos polares dos fosfolipideos, e o espago claro 
e ou a bicamada ou o nucleo hidrofobico, respectivamente. Modelo 
B: nao mantido. Esse modelo requer uma banda corada mais ou me¬ 
nos uniformemente circundando a celula. Modelo C: mantido, com 
restrigao. As duas linhas escuras sao os grupos polares dos fosfohpi- 
deos; as zonas claras sao suas caudas. Assume-se que as proteinas da 
membrana nao sao visiveis, porque nao se coram com osmio ou nao 
se encontram nas regioes vistas, (b) Modelo A: mantido. Uma bica¬ 
mada “nua” (4,5 nm) -I- duas camadas de proteinas (2 nm) somam 
6,5 nm, que esta dentro do limite de espessura observado. Modelo 
B: nem um nem outro. Esse modelo nao mantido faz predigoes so¬ 
bre a espessura da membrana. Modelo C: obscure. E dificil conciliar 
0 resultado com esse modelo, o qual prediz que a membrana e tao 
espessa quanto ou ligeiramente mais espessa (em virtude das extre¬ 
midades das proteinas inseridas, que se projetam) do que a bicamada 
“nua”. 0 modelo e mantido somente se uma quantidade substancial 
de proteina se projetar da bicamada. (c) Modelo A: obscuro. E dificil 
conciliar o resultado com este modelo. Se as proteinas estao ligadas 
a membrana por interagoes ionicas, o modelo prediz que elas contem 
alta proporgao de aminoacidos carregados, ao contrario do que foi 
observado. Tambem, uma vez que a camada proteica deve ser muito 
fina [ver (b)], nao deve ter muito espago para um nucleo proteico 
hidrofobico, de forma que os residuos hidrofobicos estariam expos- 
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tos ao solvente. Modelo B: mantido. As protemas tern uma mistura 
de residuos hidrofobicos (que interagem com os lipideos) e de resi- 
duos carregados (que interagem com a agua). Modeto C: mantido. As 
protemas tern uma mistura de residuos hidrofobicos (ancorados na 
membrana) e de residuos carregados (que interagem com a agua). 
(d) Modelo A: obscuro. E dificil conciliar o resultado com este mo¬ 
delo, que prediz uma proporgao exata de 2,0; isso pode ser dificil de 
alcangar sob condigoes de pressao fisiologicamente relevantes. Mo¬ 
delo B: nem um nem outro. Esse modelo nao faz predigoes sobre a 
quantidade de lipideos na membrana. Modelo C: mantido. Alguma 
area de superficie da membrana esta ocupada por proteinas, de forma 
que a proporgao deve ser menos de 2,0, conforme foi observado sob 
condigoes fisiologicamente mais relevantes. (e) Modelo A: obscuro. 
0 modelo prediz proteinas em conformagao estendida e nao globular, 
portanto mantido somente se for aceito que as proteinas posicionadas 
na superficie incluam segmentos helicoidais. Modelo B: mantido. 0 
modelo prediz principalmente proteinas globulares (contendo alguns 
segmentos helicoidais). Modelo C: mantido. 0 modelo prediz prin¬ 
cipalmente proteinas globulares. (f) Modelo A: obscuro. Os grupos 
polares fosforilamina estao protegidos pela camada proteica, mas os 
fosfolipideos somente estarao completamente protegidos da fosfolipa- 
se se as proteinas cobrirem totalmente a superficie. Modelo B: manti¬ 
do. A maioria dos grupos polares esta acessivel a fosfolipase. Modelo 
C: mantido. Todos os grupos polares estao acessiveis a fosfolipase. 
(g) Modelo A\ nao mantido. As proteinas estao totalmente acessiveis 
a digestao por tripsina, e praticamente todas sofrerao multipla hidro- 
lise, sem segmentos hidrofobicos protegidos. Modelo B: nao mantido. 
Praticamente todas as proteinas estao na bicamada e inacessiveis a 
tripsina. Modelo C: mantido. Os segmentos de proteina que penetram 
ou que atravessam a bicamada estao protegidos da tripsina; aqueles 
expostos na superficie serao hidrolisados. As porgoes resistentes a 
tripsina tern alta proporgao de residuos hidrofobicos. 

Capitulo12 

1. X e cAMP; sua sintese e estimulada pela adrenalina. 

(a) A centrifugagao sedimenta a adenilil-ciclase (a qual catalisa a for- 
magao de cAMP) na fragao particulada. (b) 0 cAMP adicionado es- 
timula a glicogenio-fosforilase. (c) 0 cAMP e termoestavel; ele pode 
ser preparado pelo tratamento do ATP com hidroxido de bario. 

2. Ao contrario do cAMP, o dibutiril-cAMP atravessa prontamente a 
membrana plasmatica. 

3. (a) Ela eleva a cAMP. (b) 0 cAMP regula a permeabilidade do Na^. 
(c) A reposigao de fluidos corporals e eletrolitos perdidos. 

4. (a) A mutagao torna R incapaz de se ligar e inibir C, de mode que C 
esta constantemente ativa. (b) A mutagao impede que cAMP se ligue 
a R, deixando C inibida pela ligagao a R. 

5. 0 albuterol eleva a cAMP, causando o relaxamento e a dilatagao dos 
bronquios e bronquiolos. Como os receptores j8-adrenergicos contro- 
1am muitos outros processos, esse farmaco apresentaria efeitos cola- 
terais indesejaveis. Para minimiza-los, procure um agonista especifico 
para o subtipo dos receptores j8-adrenergicos encontrados no muscu¬ 
lo liso dos bronquios. 

6 . Degradagao do hormonio; hidrolise do GTP ligado a uma proteina G; 
degradagao, metabolismo ou sequestro do segundo mensageiro; des- 
sensibilizagao do receptor; remogao do receptor da superficie celular. 

7. Fusione CEP a j8-arrestina e YEP ao dominio citoplasmatico do recep¬ 
tor j8-adrenergico ou vice-versa. Em qualquer um dos casos, ilumine 
em 433 nm e observe tanto em 476 quanto em 527 nm. Se a interagao 
ocorrer, a intensidade da luz emitida diminuira em 476 nm e aumen- 
tara em 527 nm quando a adrenalina for adicionada as celulas expres- 
sando as proteinas fusionadas. Se a interagao nao ocorrer, o com- 
primento de onda da luz emitida permanecera em 476 nm. Algumas 
razoes para possiveis falhas no experimento: as proteinas fusionadas 
(1) estao inativas ou sao por algum motivo incapazes de interagir, (2) 
nao sao transportadas as suas localizagoes normals, ou (3) nao sao 
estaveis frente a degradagao proteolitica. 

8 . A vasopressina atua por meio da elevagao da [Ca^^] citosolica para 
10~® M, ativando a proteina-cinase C. A injegao de EGTA bloqueia a 


agao da vasopressina, porem nao deve afetar a resposta ao glucagon, 
que utiliza cAMP, e nao Ca^^, como segundo mensageiro. 

9. A amplificagao e o resultado da ativagao de muitas moleculas de um 
catalisador por uma unica molecula de um primeiro catalisador ativa- 
do, em uma cascata de amplificagao que envolve, na ordem, receptor 
de insulina, IRS-1, Raf, MEK, ERK; a ERK ativa um fator de transcri- 
gao, o qual estimula a sintese de mRNA. 

10. Uma mutagao em ras que inativasse a atividade GTPasica da Ras cria- 
ria uma proteina que, uma vez ativada pela ligagao de GTP, continua- 
ria a emitir, por meio da Raf, o sinal de resposta a insulina. 

11. Propriedades compartilhadas entre Ras e G^: ambas ligam tanto 
GDP quanto GTP, sao ativadas por GTP, ativam uma enzima a jusante 
quando sao ativadas e tern atividade GTPasica intrinseca que as des- 
liga apos um curto perlodo de ativagao. Diferengas entre Ras e Gg. 
Ras e uma proteina G pequena, monomerica; G^ e heterotrimerica. 
Diferengas funcionais entre G^ e Gg. G^ ativa a adenilil-ciclase, G^, 
inibe-a. 

12. Cinase (fator entre parentesesf. PKA (cAMP), PKG (cGMP), PKC 
(Ca^^, DAG), Ca^VCaM-cinase (Ca^^, CaM), cinase dependente de 
ciclina (ciclina), proteina lyr-cinase (o ligante do receptor, como a 
insulina), MAPK (Raf) e glicogenio-fosforilase-cinase (PKA). 

13. Gg permanece na forma ativada quando o analogo nao hidrolisavel 
esta ligado. 0 analogo, portanto, prolonga o efeito da adrenalina na 
celula injetada. 

14. (a) Utilize a resina cromatografica ligada a a-bungarotoxina para 
purificagao por afinidade (ver Figura 3-17c) do AChR. Extraia as 
proteinas dos orgaos eletricos e passe a mistura pela coluna croma¬ 
tografica. 0 AChR liga-se seletivamente a resina. Elua o AChR com 
um soluto que enfraquega sua interagao com a a-bungarotoxina. (b) 
Utilize a ligagao de [^^^Ija-bungarotoxina como ensaio quantitative 
para o AChR durante a purificagao por diversas tecnicas. A cada eta- 
pa, teste o AChR pela dosagem da ligagao de [^^'"Ija-bungarotoxina as 
proteinas da amostra. Aperfeigoe a purificagao para a maior atividade 
especifica de AChR (contagens/min de [^^^Ija-bungarotoxina por mg 
de proteina) no material final. 

15. (a) Nao. Se a fosse determinada pela permeabilidade (principal¬ 
mente) ao K^, a equagao de Nernst prediria uma de -90 mV, nao 
de -95 mV como observado, de maneira que alguma outra condutan- 
cia contribuiria para V^. (b) 0 Ion cloreto e provavehnente o determi- 
nante de V^] predito e -94 mV. 

16. (a) A da membrana do odcito varia de -60 mV para -10 mV, isto 
e, a membrana e despolarizada. (b) 0 efeito do KCl depende do influ- 
xo de Ca^^ a partir do meio extracelular. 

17. A hiperpolarizagao resulta no fechamento dos canais de Ca^^ depen- 
dentes de voltagem na regiao pre-sinaptica do bastonete. 0 resultante 
decrescimo na [Ca^^j^^^ diminui a liberagao de um neurotransmissor 
inibitdrio que suprime a atividade do proximo neuronio do circuito 
visual. Quando essa inibigao e removida em resposta a um estimulo 
luminoso, o circuito torna-se ativo e os centros visuais do cerebro sao 
excitados. 

18. (a) A mutagao impediria o influxo de Na^ e Ca^^ para dentro das 
celulas em resposta a luz; os cones falhariam em sinalizar ao cerebro 
a detecgao da luz. Como os bastonetes nao sao afetados, os individuos 
seriam capazes de enxergar, mas nao teriam a visao em cores, (b) A 
mutagao impediria o efluxo de K^, o que levaria a despolarizagao da 
membrana das celulas j8 e a liberagao constitutiva de insulina no san- 
gue. (c) 0 ATP e responsavel pelo fechamento desse canal, de manei¬ 
ra que os canais permaneceriam abertos, impedindo a despolarizagao 
da membrana das celulas j8 e a liberagao de insulina. 

19. Pessoas com a doenga de Oguchi poderiam apresentar defeitos na 
rodopsina-cinase ou na arrestina. 

20. Os bastonetes nao mais mostrariam qualquer variagao no potencial 
de membrana em resposta a luz. Este experimento foi realizado. A 
iluminagao de fato ativou a PDE, porem a enzima nao conseguiu re- 
duzir significativamente o nivel de 8-Br-cGMP, que permaneceu muito 
acima do necessario para manter os canais ionicos abertos. Portanto, 
a luz nao tern efeito sobre o potencial de membrana. 
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21. (a) Com a exposigao ao calor, os canais TRPVl se abrem, causan- 
do um influxo de Na"^ e Ca^"^ para dentro do neuronio sensorial. Isso 
despolariza o neuronio, iniciando um potencial de agao. Quando o 
potencial de agao atinge os terminais do axonio, o neurotransmissor 
e liberado, sinalizando ao sistema nervoso a sensagao de calor. (b) 
A capsaicina mimetiza os efeitos do calor por meio da abertura de 
TRPVl cm baixas temperaturas, levando a uma falsa sensagao de ca¬ 
lor. 0 ECgo extremamente baixo indica que mesmo quantidades mui- 
to pequenas de capsaicina terao efeitos sensoriais drasticos. (c) Em 
baixos niveis, o mentol abrira o canal TRPM8, levando a sensagao de 
frescor; em altos niveis, ambos TRPM8 e TRPV3 abrirao, levando a 
sensagao mista de frescor e calor, como voce deve experimentar com 
mentas muito fortes. 

22 . (a) Essas mutagoes poderiam levar a ativagao permanente do recep¬ 
tor para PGEg, levando a divisao celular desregulada e ao desenvol- 
vimento de tumor. (b) 0 gene viral pode codificar uma forma cons- 
titutivamente ativa do receptor, causando a constante sinalizagao 
para a divisao celular e, portanto, o desenvolvimento de tumor, (c) A 
proteina El A pode ligar-se a pRb e impedir a ligagao de E2F, de modo 
que E2F esta constantemente ativa e as celulas dividem-se incontro- 
lavelmente. (d) As celulas pulmonares nao respondem normalmente 
a PGEg, pois nao expressam o receptor para PGEg. Mutagoes que re- 
sultem no receptor de PGEg constitutivamente ativo nao afetam as 
celulas pulmonares. 

23. Um gene supressor tumoral codifica uma proteina que restringe a di¬ 
visao celular. Uma forma mutante da proteina falha na supressao da 
divisao celular, mas se um dos alelos codifica uma proteina normal, 
a fungao continuara normal. Um oncogene normal codifica uma pro¬ 
teina reguladora que promove a divisao celular, mas apenas quando 
um sinalizador apropriado (fator de crescimento) estiver presente. A 
versao mutante do produto do oncogene constantemente envia sinais 
para a divisao, caso o fator de crescimento esteja presente on nao. 

24. Em uma crianga que desenvolve multiples tumores em ambos os 
olhos, cada celula da retina tern uma copia defeituosa do gene Rb no 
momento do nascimento. Cedo na vida da crianga, diversas celulas 
independentes sofreram uma segunda mutagao, que danificon o alelo 
Rb correto, produzindo um tumor. Uma crianga que desenvolve um 
unico tumor tern, no momento do nascimento, duas cdpias corretas 
do gene Rb em cada celula; a mutagao de ambos os alelos Rb de uma 
mesma celula (extremamente rara) causou um unico tumor. 

25. Duas celulas que expressam o mesmo receptor de superficie podem 
apresentar diferentes conjuntos de proteinas-alvo para a fosforilagao 
proteica. 

26. (a) 0 modelo com base nas celulas prediz que diferentes receptores 
estao presentes em diferentes celulas. (b) Esse experimento analisa 
a independencia das diferentes sensagoes do paladar. Mesmo que os 
receptores para doce e/ou umami estejam ausentes, as outras sensa¬ 
goes do paladar dos animals estao normals; portanto, a sensagao de 
sabores agradaveis e desagradaveis e independente. (c) Sim. Aperda 
tanto das subunidades TlRl quanto das T1R3 anula a sensagao do 
sabor umami. (d) Ambos os modelos. Em qualquer um dos modelos, 
a remogao de um receptor eliminaria a sensagao daquele sabor deter- 
minado. (e) Sim. A perda tanto das subunidades T1R2 quanto T1R3 
anula, quase completamente, a sensagao do sabor doce; a completa 
eliminagao do sabor doce requer a delegao das duas subunidades. (f) 
Em concentragoes de sacarose muito altas, receptores T1R2 e, em 
menor extensao, T1R3, na forma de homodimeros, podem detectar o 
sabor doce. (g) Os resultados sao consistentes com qualquer um dos 
modelos, que fortalecem as conclusoes dos pesquisadores. A intera- 
gao com o ligante pode ser completamente separada da sensagao do 
paladar. Se o ligante para o receptor presente nas “celulas do sabor 
doce” ligar uma molecula, os camundongos selecionarao aquela mole- 
cula como composto doce. 

Capitulo13 

1. Considerar o embriao de pinto como o sistema; os nutrientes, a 
casca do ovo e o mundo exterior sao o meio ambiente. A trans- 


formagao de uma unica celula em um pinto reduz drasticamente a 
entropia do sistema. Inicialmente, as partes do ovo do lado de fora 
do embriao (o ambiente) contem moleculas complexas de combus- 
tivel (condigao de baixa entropia). Durante a incubagao, algumas 
dessas moleculas complexas sao convertidas em uma grande quan- 
tidade de moleculas de COg e HgO (alta entropia). Esse aumento 
da entropia do ambiente e maior do que a redugao da entropia do 
pinto (o sistema). 

2. (a) - 4,8 kJ/mol (b) 7,56 kJ/mol (c) -13,7 kJ/mol. 

3. (a) 262 (b) 608 (c) 0,30. 

4. = 21; AG'° = -7,6 kJ/mol. 

5. -31kJ/mol. 

6. (a) -1,68 kJ/mol (b) 4,4 kJ/mol (c) Em certa temperatura, o va¬ 

lor de AG'° para qualquer reagao e fixado e definido para condigoes- 
-padrao (aqui, frutose-6-fosfato e glicose-6-fosfato a 1 m). Em con- 
trapartida, AG e uma variavel que pode ser calculada para qualquer 
conjunto de concentragoes de reagente e produto. 

7. 1; AG'°«0. 

8 . Menos. A equagao total da hidrolise de ATP pode ser semelhante a 

ATP^” + ^ aDP^” -I- HPO^" + (isso e somente uma aproxi- 

magao, porque as especies ionizadas mostradas aqui sao as principals, 
mas nao as unicas formas presentes). Sob condigoes padrao (isto e, 
[ATP] = [ADP] = [PJ = 1 m) , a concentragao da agua e 55 m e nao 
se altera durante a reagao. Uma vez que sao produzidos ions na 
reagao, em uma [H^j mais alta (pH 5,0), o equilibrio se desloca para a 
esquerda, e menos energia livre e liberada. 

9. 10. 

10 . 



A AG da hidrolise do ATP e mais baixa quando [ATP]/[ADP] for baixa 
(<< 1) do que quando [ATP]/[ADP] for alta. A energia disponivel para 
a celula a partir de uma dada [ATP] e mais baixa quando a relagao 
[ATP]/[ADP] cai e alta quando a relagao aumenta. 

11. (a) 3,85 X 10”^ m“^; [glicose-6-fosfato] = 8,9 X 10“®m; nao. (b) 14 
m; essa nao e uma etapa aceitavel, porque a solubilidade maxima da 
glicose e menos de 1 m. (c) 837 (AG'° = -16,7 kJ/mol; [glicose] = 
1,2 X 10“^m; sim. (d) Nao. Isso requereria uma concentragao de P^ 
tao alta que os sais de fosfato de cations divalentes precipitariam. (e) 
Pela transferencia direta do grupo fosforil do ATP para a glicose, o po¬ 
tencial de transferencia do grupo fosforil (“tendencia” ou “pressao”) 
do ATP e utilizado sem gerar altas concentragoes de intermediarios. 
A parte essencial dessa transferencia e, naturalmente, a catalise enzi- 
matica. 

12. (a) - 12,5 kJ/mol (b) - 14,6 kJ/mol. 

13. (a) 3 X 10“'' (b) 68,7 (c) 7,4 X 10^ 

14. - 13 kJ/mol. 

15. 46,7kJ/mol. 

16. A isomerizagao desloca o grupo carbonil do C-1 para o C-2, estabe- 
lecendo a quebra da ligagao carbono-carbono entre C-3 e C-4. Sem 
a isomerizagao, a quebra da ligagao ocorreria entre C-2 e C-3, com a 
geragao de um composto de dois carbonos e um de quatro. 
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17. 0 mecanismo e o mesmo daquele da reagao da alcool-desidrogenase 
(ver Figura 14-14). 

18. 0 primeiro passo e o inverso de iima condensagao aldolica (ver meca¬ 
nismo da aldolase, Figura 14-6); o segundo passo e uma condensagao 
aldolica (ver Figura 13-4). 

19. (a) 46 kJ/mol (b) 46 kg; 68% (c) 0 ATP e sintetizado quando neces- 
sario, sendo entao quebrado em ADP e P^; sua concentragao e manti- 
da em um estado estacionario. 

20. 0 sistema do ATP esta em estado estacionario dinamico; a [ATP] per- 
manece constante porque a taxa de seu consume e igual a taxa de sua 
sintese. 0 consume de ATP envolve a liberagao do grupo fosforila ter¬ 
minal ( 7 ); a sintese de ATP a partir de ADP envolve reposigao desse 
grupo fosforila. Por isso, o fosfato terminal passa por uma reposigao 
rapida. Em contrapartida, a reposigao do fosfato central (j8) e relati- 
vamente lenta. 

21. (a) 1,7 kJ/mol (b) A pirofosfatase inorganica catalisa a hidrolise do 
pirofosfato e conduz a reagao no sentido da sintese de acetil-CoA. 

22. 36kJ/mol. 

23. (a) NAD^/NADH (b) Piruvato/lactato (c) Formagao de lactato (d) 
-26,lkJ/mol(e) 3,63 X lO". 

24. (a)l,14V(b)- 220kJ/mol(c)~4. 

25. (a) - 0,35 V (b) - 0,320 V (c) - 0,29 V. 

26. Em ordem de aumento de tendencia: (a), (d), (b), (c). 

27. (c)e(d). 

28. (a) 0 estado de mais baixa energia e de mais alta entropia ocorre 
quando a concentragao do corante e a mesma nas duas celulas. Se 
uma jungao tipo fenda do tipo “armadilha de peixe” permitir 0 trans- 
porte unidirecional, uma maior quantidade de corante ira para o oli- 
godendrocito e menos para o astrocito. Esse e um estado de mais alta 
energia e de mais baixa entropia do que o estado de partida, violando 
a segunda lei da termodinamica. 0 modelo proposto por Robinson e 
colaboradores requer uma redugao espontanea impossivel da entro¬ 
pia. Em termos de energia, 0 modelo vincula uma variagao esponta¬ 
nea do estado de mais baixa energia para um de mais alta energia sem 
aporte de energia - de novo, termodinamicamente impossivel. (b) 

As moleculas, ao contrario dos peixes, nao exibem comportamento 
direcionado] elas se movem ao acaso por movimento browniano. A 
difusao resulta em um movimento efetivo de moleculas de uma re- 
giao de concentragao mais alta para uma regiao de concentragao mais 
baixa simplesmente porque e mais provavel que uma molecula que 
esteja no lado mais concentrado entre no canal de conexao. Veja isso 
como uma via com etapa limitante de velocidade: a extremidade es- 
treita do canal. A extremidade mais estreita limita a velocidade com a 
qual as moleculas atravessam porque o movimento aleatorio e menos 
adequado para move-las atraves do diametro menor. A extremidade 
ampla do canal ndo atua como um funil para as moleculas, embora o 
faga para os peixes, porque as moleculas nao sao “comprimidas” pelos 
lados do funil estreito como os peixes o sao. A extremidade estreita 
limita a velocidade do movimento igualmente em ambos os sentidos. 

Quando as concentragoes em ambos os lados se igualarem, a velocida¬ 
de em ambos os sentidos tambem sera igual, e nao havera variagao na 
concentragao. (c) Os peixes exibem comportamento ndo aleatorio, 
ajustando suas agoes em resposta ao meio ambiente. Os peixes que 
entram na abertura larga do canal tendem a se mover para adiante, 
porque seu comportamento induz o movimento adiante, e eles se 
“aglomeram” a medida que se movem pelo canal estreito. E facil para 
os peixes entrar na abertura larga, mas eles nao saem da armadilha 
tao facilmente porque e menos provavel que entrem na abertura es¬ 
treita. (d) Existem muitas explicagoes possiveis, algumas das quais 
foram propostas pelos autores das cartas que criticaram 0 artigo. Aqui 
estao duas. (1) 0 corante se liga a uma molecula no oligodendro- 
cito. A ligagao remove efetivamente o corante do solvente, de forma 
que ele nao “conta” como soluto para as consideragoes termodinami- 
cas, embora permanega visivel ao microscopio de fluorescencia. (2) 0 
corante e sequestrado em uma organela subcelular do oligoden- 
drocito, sendo bombeado ativamente a custa deATP ou atraido por 17. 
outras moleculas dessa organela. 


Capitulo14 

1. Equagao resultante: Glicose + 2ATP ^ 2 gliceraldeido-3-fosfato + 
2ADP + 2H^; AG'° = 2,1 kJ/mol. 

2. Equagao resultante: 2 gliceraldeido-3-fosfato + 4ADP + 2P- 2 lac¬ 

tato + 2NAD^; AG'° = - 114 kJ/mol. 

3. GLUT2 (e GLUTl) e encontrado no figado e esta sempre presente na 
membrana plasmatica dos hepatocitos. GLUT3 esta sempre presente 
na membrana plasmatica de determinada celulas do cerebro. GLUT4 
e normahnente sequestrado em vesiculas nas celulas musculares e do 
tecido adiposo e se introduz na membrana plasmatica somente em 
resposta a insulina. Assim, o figado e 0 cerebro podem captar glicose 
do sangue independentemente do nivel de insulina, mas o musculo e 
o tecido adiposo a captam somente quando os niveis de insulina se 
elevam em resposta a glicose sanguinea alta. 

4. CH 3 CHO + NADH + CH 3 CH 2 OH + NAD^; A' = 1,45 X 10^ 

5. - 8 , 6 kJ/mol. 

6 . (a) ^"CH 3 CH 20 H (b) [3-^"C]glicose ou [4-^"C]glicose. 

7. A fermentagao libera energia, e uma parte e conservada na forma de 
ATP, mas uma grande quantidade e dissipada como calor. Se o con- 
teudo do fermentador nao for resfriado, a temperatura se torna alta o 
suficiente para matar os microrganismos. 

8 . Graos de soja e trigo contem amido, um polimero de glicose. Os mi¬ 
crorganismos degradam o amido em glicose, glicose em piruvato via 
glicolise, e piruvato em lactato - porque o processo se realiza na au- 
sencia de O 2 (ou seja, e uma fermentagao). Se o O 2 estiver presente, o 
piruvato sera oxidado a acetil-CoA e entao a CO 2 e H 2 O. Certa quanti¬ 
dade de acetil-CoA, contudo, sera tambem hidrolisada a acido acetico 
(vinagre) na presenga de oxigenio. 

9. C-1. Esse experimento demonstra a reversibilidade da reagao da al¬ 
dolase. 0 C-1 do gliceraldeido-3-fosfato e equivalente ao C-4 da fru- 
tose-l- 6 -difosfato (ver Figura 14-7). 0 gliceraldeido-3-fosfato inicial 
deve ser marcado no C-1. 0 C-3 da di-hidroxiacetona-fosfato se torna 
marcado pela reagao da triose-fosfato-isomerase, gerando a frutose- 1 - 
- 6 -bifosfato marcada no C-3. 

10. Nao. Nao ha produgao de ATP em condigoes anaerobias; a produgao 
aerobia de ATP sera levemente reduzida. 

11. Nao. A lactato-desidrogenase e requerida para a reposigao de 
NAD"^ a partir do NADH formado durante a oxidagao do gliceralde- 
ido-3-fosfato. 

12. A transformagao de glicose em lactato ocorre quando os miocitos es¬ 
tao com baixo oxigenio, e isso proporciona um meio de gerar ATP sob 
condigoes de deficiencia de O 2 . A glicose nao e gasta porque o lacta¬ 
to pode ser oxidado a piruvato; esse e oxidado em reagoes aerobias 
quando o O 2 se torna abundante. Essa flexibilidade metabolica da ao 
organismo uma maior capacidade de adaptagao ao seu ambiente. 

13. Ela remove rapidamente o 1,3-bifosfoglicerato em uma etapa subse- 
quente favoravel, catalisada pela fosfoglicerato-cinase. 

14. (a) 0 produto e 3-fosfoglicerato (b) Nao ha sintese resultante de 
ATP em condigoes anaerobias na presenga de arsenato. 

15. (a) A fermentagao do etanol requer 2 mols de P^por mol de glicose. 
(b) 0 etanol e o produto reduzido formado durante a reoxidagao do 
NADH a NAD^, e 0 CO 2 e 0 subproduto da conversao do piruvato a 
etanol. Sim; o piruvato deve ser convertido em etanol para a produgao 
de um suprimento continue de NAD^ para a oxidagao do gliceralde- 
ido-3-fosfato. A frutose-l, 6 -bifosfato se acumula; ela se forma como 
um intermediario na glicolise. (c) 0 arsenato substitui o P^ na reagao 
da gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase e forma um acil-arsenato, 
que e hidrolisado espontaneamente. Isso impede a formagao de ATP, 
mas o 3-fosfoglicerato continua na via. 

16. A niacina da dieta e usada para sintetizar NAD^. As oxidagoes efetu- 
adas pelo NAD^ sao parte de processes ciclicos, tendo o NAD^ como 
carreador de eletrons (agente redutor); uma molecula de NAD"^ oxida 
muitos milhares de moleculas de glicose, e assim a necessidade da 
vitamina precursora (niacina) na dieta e relativamente pequena. 
Di-hidroxiacetona-fosfato + NADH + H"^ ^ glicerol-3-fosfato + 
NAD^ (catalisada por uma desidrogenase) 
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18. Deficiencia de galactocinase: galactose (menos toxica); UDP-gli- 
cose: deficiencia de uridilil-galactose-lfosfato: galactose- 1 -fosfato 
(mais toxica). 

19. As proteinas sao degradadas a aminoacidos utilizados na gliconeoge- 
nese. 

20 . (a) Na reagao da pimvato-carboxilase, e adicionado ao piruva- 
to, mas a PEP-carboxicinase remove o mesmo COg na etapa seguinte. 
Assim, 0 nao e incorporado (inicialmente) na glicose. 
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21. Quatro equivalentes de ATP por molecula de glicose. 

22. A gliconeogenese seria altamente endergonica, e seria impossivel re¬ 
gular a gliconeogenese e a glicolise separadamente. 

23. A celula “gasta” 1 ATP e 1 GTP para converter piruvato em PEP. 

24. (a), (b), (d) sao glicogenicos; (c) e (e) nao sao. 

25. 0 consumo de alcool forga a competigao por NAD"^ entre o metabolis- 
mo do etanol e a gliconeogenese. 0 problema e uma combinagao de 
exercicio extenuante e falta de alimento, porque a esta altura o nivel 
de glicose no sangue ja e baixo. 

26. (a) 0 aumento rapido da glicolise; 0 aumento do piruvato e do NADH 
resulta em aumento do lactato. (b) 0 lactato e transformado em gli¬ 
cose via piruvato; esse e o processo mais lento, ja que a formagao do 
piruvato e limitada pela disponibilidade de NAD"^, 0 equilibrio da LDH 
e favoravel ao lactato, e a conversao do piruvato em glicose necessita 
de energia. (c) 0 equilibrio da reagao da LDH e favoravel a formagao 
de lactato. 


27. 0 lactato e transformado em glicose no figado pela gliconeogenese 
(ver Figuras 14-16, 14-17). Um defeito na FBPase-1 impediria a en- 
trada do lactato na via gliconeogenica nos hepatocitos, causando acu- 
mulo de lactato no sangue. 

28. 0 succinate e transformado em oxaloacetato, o qual passa para o ci- 
tosol e e convertido em PEP pela PEP-carboxicinase. Dois mols de 
PEP sao requeridos para a produgao de um mol de glicose pela rota 
delineada na Figura 14-17. 

29. Se as vias catabolica e anabolica do metabolismo da glicose estiverem 
operando simultaneamente, ocorre ciclo futil de ATP, com consumo 
extra de Og. 

30. No minimo, o acumulo de ribose-5-fosfato tenderia a forgar essa 
reagao no sentido inverse pela agao das massas (ver Equagao 13-4). 
Poderia tambem afetar outras reagoes metabolicas que envolvem a 
ribose-5-fosfato como substrate on produto - como as vias de sintese 
de nucleotideos. 

31. (a) E provavel que a tolerancia ao etanol envolva muito mais ge¬ 

nes, e nesse case a engenharia genetica significaria um projeto mui¬ 
to mais complicado (b) A L-arabinose-isomerase (a enzima aroA) 
converte aldose em cetose ao mover 0 grupo carbonil de um agucar 
nao fosforilado do C-1 para o C-2. Nao e discutida nenhuma enzima 
analoga neste capitulo; todas as enzimas descritas aqui atuam sobre 
agucares fosforilados. Uma enzima que executa uma transforma- 
gao similar com agucares fosforilados e a fosfoexose-isomerase. A 
L-ribulocinase QaraB') fosforila um agucar no C-5 pela transferen- 
cia do fosfato y do ATP. Muitas dessas reagoes estao descritas neste 
capitulo, incluindo a reagao da hexocinase. A L-ribulose-5-fosfato- 
-eptmerase (araU) troca os grupos —H e —OH no carbono quiral de 
um agucar. Neste capitulo nao esta descrita nenhuma reagao similar, 
mas esta no Capitulo 20 (ver Figura 20-13). (c) As tres enzimas 
ara convertem arabinose em xilulose-5-fosfato pela seguinte via: 
Arabinose ‘'"‘"‘’‘"""‘"“''"G L-ribulose > L-ribulose-5-fosfato 

xilulose-5-fosfato (d) A arabinose e convertida em xilulo- 
se-5-fosfato como em (c), a qual entra na via mostrada na Figura 14- 
23; 0 produto glicose- 6 -fosfato e entao fermentado a etanol e COg. 
(e) 6 moleculas de arabinose + 6 moleculas de ATP sao convertidas 
em 6 moleculas de xilulose-5-fosfato, que alimentam a via mostra¬ 
da na Figura 14-23 para gerar 5 moleculas de glicose- 6 -fosfato, e 
cada uma delas e fermentada para gerar 3 ATP (elas entram como 
glicose- 6 -fosfato nao como glicose) - 15 ATP no total. De ponta a 
ponta, espera-se a geragao de 15 ATP - 6 ATP = 9 ATP a partir de 
6 moleculas de arabinose. Os outros produtos sao 10 moleculas de 
etanol e 10 moleculas de COg. (f) Dada a geragao de ATP mais baixa, 
para um crescimento (isto e, disponibilidade de ATP) equivalente 
aquele obtido sem os genes adicionados, o Z. mobilis modificado 
deve fermentar mais arabinose, e dessa forma ele produz mais eta¬ 
nol. (g) Uma maneira de permitir o uso de xilose seria a adigao de 
genes para duas enzimas: uma analoga da enzima araD que converte 
xilose em ribose pela troca de —H e —OH no C-3, e uma analoga da 
enzima araB que fosforila a ribose no C-5. A ribose-5-fosfato resul- 
tante supriria a via existente. 

Capitulo 15 

1. (a) 0,0293 (b) 308 (c) Nao. Q e muito mais baixo do que indi- 
cando que a reagao da PFK-1 esta longe do equilibrio nas celulas; essa 
reagao e mais lenta do que a reagao posterior na glicolise. 0 fluxo pela 
via glicolitica e basicamente determinado pela atividade da PFK-1. 

2. (a) 1,4 X 10“^ M (b) A concentragao fisiologica (0,023 mM) e 16.000 
vezes a concentragao no equilibrio; essa reagao nao alcanga o equili¬ 
brio na celula. Muitas reagoes nao estao em equilibrio na celula. 

3. Na ausencia de Og, o ATP necessario e produzido pelo metabolismo 
anaerobio da glicose (fermentagao a lactato). Uma vez que a oxidagao 
aerobia da glicose produz muito mais ATP do que a fermentagao, e 
necessario menos glicose para produzir a mesma quantidade de ATP. 
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4. (a) Existem dois sitios de ligagao para o ATP: um sitio catalitico e um 
sitio de regulagao. A ligagao do ATP ao sitio de regulagao inibe a PFK- 
1, pela reduQao da ou pelo aumento do para o ATP no sitio 
catalitico. (b) 0 fluxo glicolltico e reduzido quando ha abundancia de 
ATP. (c) 0 grafico indica que o aumento da [ADP] suprime a inibigao 
pelo ATP. Uma vez que a quantidade de nucleotldeos de adenina e 
razoavelmente constante, o consume de ATP leva a um aumento na 
[ADP]. Os dados mostram que a atividade da PFK-1 pode ser regulada 
pela proporgao [ATP]/[ADP]. 

5. 0 grupo fosfato da glicose- 6 -fosfato esta completamente ionizado em 
pH 7, dando a molecula uma carga total negativa. Uma vez que as 
membranas sao geralmente impermeaveis a moleculas eletricamente 
carregadas, a glicose- 6 -fosfato nao consegue passar da corrente san- 
gulnea para as celulas e, por isso, nao entra na via glicolltica e gera 
ATP. (Esse e o motive pelo qual a glicose, uma vez fosforilada, nao 
consegue escapar da celula.) 

6. (a) No musculo: a degradagao do glicogenio fornece energia (ATP) 
via glicolise. A glicogenio-fosforilase catalisa a conversao do glico¬ 
genio armazenado em glicose-l-fosfato, que e convertida em glico- 
se- 6 -fosfato, intermediario da glicolise. Durante atividade intensa, o 
musculo esqueletico requer grande quantidade de glicose- 6 -fosfato. 
No figado: a degradagao do glicogenio mantem um nlvel sangulneo 
constante de glicose entre as refeigoes (a glicose- 6 -fosfato e conver¬ 
tida em glicose livre). (b) No trabalho muscular ativo, a necessidade 
de fluxo de ATP e muito alta, e a glicose-l-fosfato deve ser produzida 
rapidamente, o que requer alta • 

7. (a) [PJ/[glicose-l-fosfato] = 3,3/1 (b), (c) 0 valor dessa proporgao 
na celula (> 100 : 1 ) indica que a [glicose-l-fosfato] esta bem abaixo 
do nlvel de equillbrio. A glicose-l-fosfato e removida (para entrar na 
glicolise) com velocidade muito maior do que sua velocidade de pro- 
dugao (pela reagao da glicogenio-fosforilase), de modo que o fluxo 
metabolico e do glicogenio para a glicose-l-fosfato. A reagao da glico¬ 
genio-fosforilase e, provavelmente, a etapa reguladora na degradagao 
do glicogenio. 

8. (a) aumenta. (b) diminui. (c) aumenta. 

9. Repouso: alta [ATP]; baixa [AMP]; [acetil-CoA] e [citrato] interme- 
diaria. Corrida: [ATP] intermediaria; alta [AMP]; baixa [acetil-CoA] e 
[citrato]. 0 fluxo de glicose pela glicolise aumenta durante a corrida 
anaerobia porque (1) a inibigao do ATP pela glicogenio-fosforilase e 
pela PFK-1 e parcialmente abrandada, (2) 0 AMP estimula ambas as 
enzimas, e (3) os niveis baixos de citrato e de acetil-CoA abrandam 
seus efeitos inibidores respectivamente sobre a PFK-1 e sobre a piru- 
vato-cinase. 

10 . 0 passaro migratorio conta com uma oxidagao de gorduras altamente 
eficiente, em vez do metabolismo anaerobio da glicose utilizado pelo 
coelho corredor. 0 passaro reserva o glicogenio de seus musculos 
para curtas “explosoes” de energia durante situagoes de emergencia. 

11. CasoA:iJ) (3); Caso B: (c) (3); Caso C: (h) (4); Caso D: (d) ( 6 ). 

12. (a) (1) Tecido adiposo: sintese mais lenta de acidos graxos; (2) Mus¬ 
culo: glicoUse, sintese mais lenta de acidos graxos e de glicogenio; 
(3) Figado: glicolise mais rapida; gliconeogenese, sintese mais lenta 
de acidos graxos e de glicogenio; via das pentoses-fosfato inaltera- 
da. (b) (1) Tecido adiposo e (3) figado: sintese de acidos graxos 
mais lenta porque a falta de insulina resulta na inativagao da acetil- 
-CoA-carboxUase, a primeira enztma da via. A sintese de glicogenio e 
inibida pela fosforilagao dependente de AMP ciclico (e consequente 
ativagao) da glicogenio-sintase. (2) Musculo: a glicolise esta mais 
lenta porque o GLUT4 esta inativo, inibindo a captagao da glicose. 
(3) Figado: a glicolise esta mais lenta porque o complexo bifuncional 
PFK-l/FBPase-2 esta em sua forma com a FBPase-2 ativa, reduzindo 
a [frutose- 2 , 6 -bifosfato], o que estimula alostericamente a fosfofruto- 
cinase e inibe a FBPase-1; isso tambem e responsavel pela esttmula- 
gao da gliconeogenese. 

13. (a) elevados. (b) elevados. (c) elevados. 

14. (a) A PKA nao pode ser ativada em resposta ao glucagon ou a adre- 
nalina, e a glicogenio-fosforilase nao e ativada. (b) PPl permanece 


ativo permitindo a desfosforilagao da glicogenio-sintase (ativando-a) 
e da glicogenio-fosforilase (inibindo-a). (c) A fosforilase permanece 
fosforilada (ativa), aumentando a degradagao do glicogenio. (d) A 
gliconeogenese nao pode ser estimulada quando os niveis de glicose 
sanguinea forem baixos, levando a um nivel glicemico perigosamente 
baixo durante periodos de jejum. 

15. A queda na glicose sanguinea desencadeia a liberagao de glucagon 
pelo pancreas. No figado, o hormonio ativa a glicogenio-fosforilase 
pela estimulagao de sua fosforilagao dependente de AMP ciclico e 
estimula a gliconeogenese pela redugao da [frutose- 2 , 6 -bifosfato], es- 
timulando, desse modo, a FBPase-1. 

16. (a) Capacidade de mobilizagao do glicogenio reduzida; glicose san¬ 
guinea mais baixa entre as refeigoes. (b) Capacidade reduzida de bai- 
xar os niveis de glicose sanguinea apos uma refeigao rica em carboi- 
dratos; glicose sanguinea elevada. (c) Frutose-2,6-bifosfato (F26BP) 
reduzida no figado, o que estimula a glicolise e inibe a gliconeogenese. 
(d) F26BP reduzida, o que inibe a glicolise e estimula a gliconeoge¬ 
nese (e) Captagao de acidos graxos e de glicose aumentada; aumento 
da oxidagao de ambos. (f) Conversao do piruvato em acetil-CoA au¬ 
mentada; sintese de acidos graxos aumentada. 

17. (a) Dado que cada particula contem cerca de 55.000 residues de 
glicose, a concentragao equivalente de glicose livre seria 55.000 X 
0,01 iXM = 550 mM ou 0,55 m. Isso representaria um desafio osmo- 
tico serio para a celula! (Os fluidos corporals tern uma osmolarida- 
de substancialmente mais baixa.). (b) Quanto menor o mirnero de 
ramificagoes, menor o numero de extremidades livres disponiveis 
para a agao da glicogenio-fosforilase, e menor a taxa de liberagao de 
glicose. Sem ramificagoes, haveria somente um sitio para a atuagao 
da enzima. (c) A camada externa da particula estaria muito cheia de 
residues de glicose para que a enzima tivesse acesso as ligagoes para 
hidrolisa-las e liberar glicose. (d) 0 numero de cadeias duplas em 
cada camada sucessiva: a camada 1 tern uma cadeia ( 2 °), a camada 
2 tern duas (2^), a camada 3 tern quatro (2^), e assim por diante. 
Assim, para t camadas, o numero de cadeias na camada mais ex¬ 
terna, e 2 ^"\ (e) 0 numero total de cadeias e 2 *^ + 2 ^ + 2 ^ +... 
2 «-i = 2 ^ — 1 . Cada cadeia contem moleculas de glicose, de modo 
que 0 numero total de moleculas de glicose, e gX‘^t —1). (f) A 
glicogenio-fosforilase pode liberar todos os residuos de glicose de 
uma cadeia de comprimento g^, menos quatro. Por isso, para cada 
cadeia na camada externa, a enzima pode liberar — 4) moleculas 
de glicose. Dado que existem 2 cadeias na camada externa, o 
numero de moleculas de glicose que a enzima pode liberar, Gp^p e 
(g^ — 4) (2^”^). (g) 0 Volume de uma esfera e Vsirr^. Nesse caso, r e 
a espessura de uma camada vezes o numero de camadas, ou ( 0,12 

+ 0,35)/ nm. Assim, 1/ = 1 / 37 rr^( 0,12 g^ + 0,35)^ nm^. (h) Voce pode 
mostrar algebricamente que o valor de g^ que maximiza/e indepen- 
dente de t. Escolhendo / = 3: 
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/ 

5 

4 

35 

4 

11 

5,8 

6 

4 

42 

8 

19 

9,7 
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49 

12 

24 

12 

8 

4 

56 

16 

28 

14 

9 

4 

63 

20 

32 

15 

10 

4 

70 

24 

34 

16 

11 

4 

77 

28 

36 

16 

12 

4 

84 

32 

38 

17 

13 

4 

91 

36 

40 

17 

14 

4 

98 

40 

41 

17 

15 

4 

100 

44 

42 

16 

16 

4 

no 

48 

43 

16 


0 valor otimo de g^ (isto e, no/maximo) e 13. Na natureza, g^ varia de 
12 a 14, o que corresponde a valores de/muito proximos ao otimo. Se 
voce escolher outro valor para /, os mimeros serao diferentes, mas o 
g^ otimo ainda sera 13. 
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Capitulo16 

1. (a) 

O Citrato-sintase: 

Acetil-CoA + oxaloacetato + HgO ^ citrato + CoA. 

& Aconitase: 

Citrato ^ isocitrato. 

© Isocitrato-desidrogenase: 

Isocitrato + NAD^ ^ a-cetoglutarato + COg + NADH. 

O a-Cetoglutarato-desidrogenase: 

a-Cetoglutarato +NAD^ + CoA ^ succinil-CoA + COg + NADH. 

© Succinil-CoA-sintetase: 

Succinil-CoA + Pi + GDP ^ succinato + CoA + GTP 
© Succinato-desidrogenase: 

Succinato + FAD ^ fumarato + FADHg. 

O Fumarase: 

Fumarato + HgO ^ malato. 

© Malato-desidrogenase: 

Malato + NAD^ ^ oxaloacetato + NADH + H^. 

(b), (c) O CoA, condensagao; © nenhum, isomerizagao; © NAD"^, 
descarboxilagao oxidativa; O NAD^, CoA e pirofosfato de tiamina, 
descarboxilagao oxidativa; © CoA, fosforilagao no nivel do substrato; 
© FAD, oxidagao; O nenhum, hidratagao; © NAD^, oxidagao. 

(d) Acetn-CoA + 3NAD^ + FAD + GDP + P; + 2 H 2 O ^ 

2 CO 2 + CoA + 3NADH + FADH 2 + GTP + 2H^. 

2. Glicose + 4ADP + Pi + lONAD^ + 2FAD ^ 

4ATP + lONADH + 2 FADH 2 + 6 CO 2 . 

3. (a) Oxidagao; metanol ^ formaldeido + [H—H]. 

(b) Oxidagao; formaldeido ^ formato + [H—H]. 

(c) Redugao; COg + [H—H] ^formato + H^. 

(d) Redugao; glicerato + H^ + [H—H] ^ 

gliceraldeido + HgO. 

(e) Oxidagao; glicerol ^ di-hidroxiacetona + [H—H]. 

(f) Oxidagao; 2 H 2 O + tolueno ^ benzoato + H^ + 3[H—H]. 

(g) Oxidagao; succinato ^ fumarato + [H — H]. 

(h) Oxidagao; piruvato + HgO ^ acetato + COg + [H — H]. 

4. A partir das formulas estruturais, e possivel observar que a razao H/C 
dos carbonos ligados do acido hexanoico ( 11 / 6 ) e maior do que aquela 
da glicose (7/6). 0 acido hexanoico e mais reduzido e gera mais ener- 
gia com a completa combustao a CO 2 e H 2 O. 

5. (a) Oxidado; etanol + NAD"^ ^ acetaldeido + NADH + H"^. 

(b) Reduzido; 1,3-bifosfoglicerato + NADH + H^ ^ 

gliceraldeido-3-fosfato + NAD"^ + HPO 4 

(c) Inalterado; piruvato + H^ ^ acetaldeido + CO 2 

(d) Oxidado; piruvato + NAD"^ ^ acetato + COg + NADH + H"^. 

(e) Reduzido; oxaloacetato + NADH + H^ ^malato + NAD^. 

(f) Inalterado; acetoacetato + H"^ ^ acetona + CO 2 . 

6 . TPP: o anel tiazolico se adiciona ao carbono a do piruvato e entao es- 
tabiliza o carbanion resultante atuando como escoadouro de eletrons. 
Acido lipoico: oxida o piruvato no nivel do acetato (acetil-CoA) e ati- 
va 0 acetato a forma tioester. CoA-SH: ativa o acetato a forma tioester. 
FAD: oxida 0 acido lipoico. NAD^: oxida o FAD. 

7. A falta de TPP inibe a piruvato-desidrogenase; o piruvato se acumula. 

8 . Descarboxilagao oxidativa; NAD"^ ou NADP"^; a-cetoglutarato-desi- 
drogenase. 

9. 0 consumo de oxigenio e uma medida da atividade dos dois primei- 
ros estagios da respiragao celular: glicolise e ciclo do acido citrico. A 
adigao de oxaloacetato ou malato estimula o ciclo do acido citrico e, 
portanto, estimula a respiragao. 0 oxaloacetato e 0 malato adiciona- 
dos desempenham fungao catalltica, pois sao regenerados na ultima 
parte do ciclo do acido citrico. 


10. (a) 5,6 X 10”® (b) 1,1 X 10“^M (c) 28 moleculas. 

11. ADP (ou GDP), P., CoA-SH, TPP, NAD"^; ndo e necessario adicionar 
0 acido lipoico, o qual esta covalentemente ligado as enzimas que o 
utilizam. 

12. Os nucleotideos de flavina, FMN e FAD nao seriam sintetizados. Como 
o FAD e necessario para o ciclo do acido citrico, a deficiencia de flavi¬ 
na marcadamente inibiria o ciclo. 

13. 0 oxaloacetato pode ser desviado para a slntese de aspartate ou para 
a gliconeogenese. 0 oxaloacetato e reposto pelas reagoes anaplero- 
ticas catalisadas pela PEP-carboxicinase, PEP-carboxilase, enzima 
malica ou piruvato-carboxilase (ver Figura 16-16). 

14. 0 grupo fosfato terminal do GTP pode ser transferido ao ADP por 
meio de uma reagao catalisada pela nucleosideo-difosfato-cinase, com 
constante de equilibrio igual a 1,0: GTP + ADP ^ GDP + ATP. 

15. (a) "OOC—CH 2 —CH 2 —COO” (succinato). (b) 0 malonato e um 
inibidor competitive da succinato-desidrogenase. (c) Um bloqueio 
do ciclo do acido citrico interrompe, sucessivamente, a formagao de 
NADH, a transferencia de eletrons e a respiragao. (d) Um grande ex- 
cesso de succinato (substrato) supera a inibigao competitiva. 

16. (a) Adicione [^^Cjglicose uniformemente marcada e verifique a libera- 
gao de ^^ 002 . (b) Igualmente distribuldo entre C-2 e C-3 no oxaloace¬ 
tato; um numero infinite. 

17. 0 oxaloacetato se equilibra com o succinato, no qual C-1 e C-4 sao 
equivalentes. 0 oxaloacetato derivado do succinato e marcado em C-1 
e C-4, e o PEP derivado desse oxaloacetato esta marcado no C-1, que 
da origem aos C-3 e C-4 da glicose. 

18. (a) C-1. (b) C-3. (c) C-3. (d) C-2. (grupo meth). (e) C-4 (f) C-4 (g) 
igualmente distribuldo entre C-2 e C-3. 

19. A tiamina e necessaria para a slntese de TPP, um grupo prostetico dos 
complexes da piruvato-desidrogenase e a-cetoglutarato-desidrogena- 
se. Uma deficiencia de tiamina reduz a atividade desses complexes 
enzimaticos e causa o observado acumulo dos precursores. 

20. Nao. Para cada dois carbonos que entram na forma de acetato, dois 
deixam o ciclo na forma de CO 2 ; portanto, nao ha slntese liquida de 
oxaloacetato. A slntese liquida de oxaloacetato ocorre pela descarbo¬ 
xilagao do piruvato, reagao anaplerotica. 

21. Sim, 0 ciclo do acido citrico seria inibido. 0 oxaloacetato esta pre¬ 
sente em concentragoes relativamente baixas na mitocondria, e sua 
remogao para a gliconeogenese tenderia a deslocar o equilibrio da 
reagao da citrato-sintase no sentido do oxaloacetato. 

22. (a) Inibigao da aconitase. (b) Fluorocitrato; compete com o citrato; 
por um grande excesso de citrato. (c) Citrato e fluorocitrato sao inibi- 
dores da PFK-1. (d) Todos os processos catabolicos necessarios para 
a produgao de ATP estao bloqueados. 

23. Glicolise: 

Glicose + 2Pi + 2ADP + 2NAD^ ^ 

2 piruvato + 2ATP + 2NADH + 2H^ + 2 H 2 O. 
Reagao da piruvato-carhoxilase: 

2 Piruvato + 2 CO 2 + 2ATP -I- 2 H 2 O ^ 

2 oxaloacetato + 2ADP -f 2Pi -f 4H"^. 
Reagao da malato-desidrogenase: 

2 Oxaloacetato + 2 NADH + 2 H^ ^ 2 L-malato + 2NAD^. 

Isso recicla as coenzimas de nicotinamida sob condigoes anaerobias. 
A reagao geral e 

Glicose + 2 CO 2 ^ 2 L-malato + 4 H^. 

Isso produz quatro H^ por glicose, aumentando a acidez e, portanto, o 
sabor adstringente do vinho. 

24. Reagao resultante: 2 Piruvato + ATP + 2NAD^ + H 2 O ^ 

a-cetoglutarato + CO 2 + ADP + P, + 2NADH -I- 3H^. 

25. 0 ciclo participa de processos catabolicos e anabolicos. Por exemplo, 
ele gera ATP pela oxidagao de substrates, mas tambem fornece pre¬ 
cursores para a slntese de aminoacidos (ver Figura 16-16). 
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26. (a) diminui. (b) aumenta. (c) diminui. 

27. (a) 0 citrato e produzido pela agao da citrato-sintase sobre oxaloa- 
cetato e acetil-CoA. A citrato-sintase pode ser utilizada para a sintese 
liquida de citrato quando ( 1 ) existe um influxo continuo de oxaloa- 
cetato e acetil-CoA novos e (2) a sintese de isocitrato esta limitada, 
como em um meio com baixo nivel de Fe^^. A aconitase requer Fe^^, 
portanto um meio pobre em Fe^"^ restringe a sintese da aconitase. 

(b) Sacarose + HgO ^ glicose + frutose 
Glicose + 2Pi 2ADP 2NAD^ ^ 

2 piruvato + 2ATP -I- 2NADH -I- 2H^ -I- 2 H 2 O. 
Frutose + 2F. + 2ADP 2NAD^ ^ 

2 piruvato + 2 ATP 2NADH 2H^ 2 H 2 O. 

2 Piruvato + 2NAD"^ -I- 2CoA^ 

2 acetil-CoA 2NADH 2H^ 2 CO 2 . 

2 Piruvato + 2 CO 2 + 2ATP -I- 2 H 2 O ^ 

2 oxaloacetato + 2ADP -I- 2P. -I- 4H^. 

2 Acetil-CoA -I- 2 oxaloacetato + 2 H 2 O ^ 2 citrato + 2CoA. 

A reagao geral e 

Sacarose + HgO + 2P. -I- 2ADP -I- GNAD"^ ^ 

2 citrato + 2ATP 6 NADH -MO 

(c) A reagao geral consome NAD^. Como 0 conteudo celular dessa 
coenzima oxidada e limitado, ela deve ser reciclada pela cadeia trans- 
portadora de eletrons com o consumo de Og. Consequentemente, a 
conversao global de sacarose a acido citrico e um processo aerobio e 
requer oxigenio molecular. 

28. A succinil-CoA e um intermediario do ciclo do acido citrico; seu acu- 
mulo sinaliza um fluxo reduzido ao longo do ciclo, demandando uma 
entrada reduzida de acetil-CoA para dentro do ciclo. A citrato-sintase, 
por meio da regulagao da via oxidativa principal da celula, regula 0 
suprimento de NADH e, portanto, o fluxo de eletrons do NADH para 0 

0,. 

29. 0 catabolismo de acidos graxos eleva a [acetil-CoA], o que estimula 
a piruvato-carboxilase. 0 resultante aumento na [oxaloacetato] esti¬ 
mula o consumo de acetil-CoA pelo ciclo do acido citrico, e a [citrato] 
aumenta, inibindo a glicolise no nivel da PFK-1. Alem disso, a elevada 
[acetil-CoA] inibe 0 complexo piruvato-desidrogenase, diminuindo a 
utilizagao do piruvato proveniente da glicolise. 

30. 0 oxigenio e necessario para a reciclagem do NAD"^ a partir do NADH 
produzido pelas reagoes oxidativas do ciclo do acido citrico. A reoxi- 
dagao do NADH ocorre durante a fosforilagao oxidativa mitocondrial. 

31. 0 aumento na [NADH]/[NAD^] inibe o ciclo do acido citrico, pela agao 
das massas, nas tres etapas de redugao do NAD"^; a alta [NADH] des- 
loca o equilibrio em diregao ao NAD^. 

32. Na diregao do citrato; o AG para a reagao da citrato-sintase sob essas 
condigoes e aproximadamente — 8 kJ/mol. 

33. As etapas O e © sao essenciais para a reoxidagao do cofator lipoamida 
reduzido dessa enzima. 

34. 0 ciclo do acido citrico e tao essencial ao metabolismo que um defeito 
grave em qualquer enzima do ciclo seria provavelmente letal ao em- 
briao. 

35. A primeira enzima de cada via esta sob regulagao alosterica reciproca. 
A inibigao de uma via desvia o isocitrato para a outra via. 

36. (a) A unica reagao no tecido muscular que consome quantidades signi- 
ficativas de oxigenio e a respiragao celular, de maneira que 0 consumo 
de Og e uma boa representagao da respiragao. (b) 0 tecido muscular 
recentemente preparado contem alguma glicose residual; 0 consumo 
de Og e devido a oxidagao dessa glicose. (c) Sim. Como a quantidade 
de Og consumida aumentou quando citrato ou 1 -fosfoglicerol foi adicio- 
nado, ambos podem atuar como substratos para a respiragao celular 
nesse sistema. (d) Experimento /: 0 citrato causa um consumo de Og 
muito maior do que seria esperado de sua completa oxidagao. Cada mo- 
lecula de citrato parece atuar como se fosse mais de uma molecula. A 
unica explicagao possivel e que cada molecula de citrato participa mais 
de uma vez da reagao - 0 modo como um catalisador atua. Experimen¬ 


to 11: a chave e calcular 0 excesso de Og consumido em cada amostra 
em comparagao com 0 controle (amostra 1). 


Amostra 

Substrato(s) 

adicionado(s) 

PlL de ©2 
absorvidos 

Excesso de /jlL 
de ©2 consumidos 

1 

Sem substrato extra 

342 

0 

2 

0,3 mb de 

1-fosfoglicerol 0,2 m 

757 

415 

3 

0,15 mL de citrato 0,02 m 

431 

89 

4 

0,3 mL 0,2 M 

1-fosfoglicerol 

-f 0,15 mL de citrato 0,02 M 1.385 

1.043 


Se tanto citrato quanto o 1-fosfoglicerol fossem simplesmente subs¬ 
tratos da reagao, voce esperaria que o excesso no consumo de Og pela 
amostra 4 fosse a soma dos excessos nos consumos individuais das 
amostras 2 e 3 (415 /rL -f 89 )aL = 504 pL). Entretanto, o excesso 
no consumo quando ambos os substratos estao presentes e aproxi¬ 
madamente o dobro dessa quantidade (1.043 pL). Portanto, o citrato 
aumenta a capacidade do tecido de metabolizar 1-fosfoglicerol. Esse 
comportamento e tipico de um catalisador. Ambos os experimentos (I 
e 11) sao necessarios para tornar esse argumento convincente. Com 
base apenas no experimento 1, o citrato esta, de alguma maneira, 
acelerando a reagao, porem nao esta claro se ele atua auxiliando o 
metabolismo do substrato ou por meio de algum outro mecanismo. 
Com base apenas no experimento 11, nao esta claro qual molecula e o 
catalisador, citrato ou 1-fosfoglicerol. Juntos, os experimentos mos- 
tram que o citrato atua como “catalisador” para a oxidagao do 1-fos- 
foglicerol. (e) Dado que a via pode consumir citrato (ver amostra 3), 
para que o citrato atue como catalisador, ele deve ser regenerado. 
Para que o conjunto das reagoes primeiro consuma e, posteriormen- 
te, regenere o citrato, a via deve ser circular em vez de linear, (f) 
Quando a via esta bloqueada na a-cetoglutarato-desidrogenase, o ci¬ 
trato e convertido a a-cetoglutarato, porem a via nao pode prosseguir. 
0 oxigenio e consumido pela reoxidagao do NADH produzido pela 
iso citrato-de sidrogenas e. 

(g) 


^Citrato- 


Glicose —> ? ? ? 


Oxaloacetato 


a-Cetoglutarato 

\ 

Succinato 


Fumarato 


'-Malonato^ 


Essa via difere da mostrada na Figura 16-7 por nao incluir c?!s-aconi- 
tato e isocitrato (entre citrato e a-cetoglutarato), ou succinil-CoA, 
ou acetil-CoA. (h) 0 estabelecimento de uma conversao quantitativa 
foi fundamental para excluir a possibilidade de uma via ramificada ou 
mais complexa. 


Capitulo17 

1. A porgao de acido graxo; os carbonos dos acidos graxos estao mais 
reduzidos do que no glicerol. 

2. (a) 4,0 X 10" kj (9,6 x 10“ kcal) (b) 48 dias (c) 0,48 Ib/dia 

3. A primeira etapa da oxidagao dos acidos graxos e analoga a conversao 
do succinato a fumarato; a segunda etapa, a conversao do fumarato a 
malato; a terceira etapa, a conversao do malato a oxaloacetato. 

4. Oito ciclos; o ultimo libera 2 acetil-CoA. 

5. (a) R—COO“ + ATP ^ acH-AMP -f PP^. 

Acil-AMP -f CoA ^ acil-CoA -f AMP. 
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(b) Hidrolise irreversivel de PP^ a 2P- pela pirofosfatase inorganica 
celular. 

6 . czs-A^-dodecanoil-CoA e convertido em czs-A^-dodecanoil-CoA e, a 
seguir, em j 8 -hidroxidodecanoil-CoA. 

7. Quatro acetil-CoA e 1 propionil-CoA. 

8 . Sim. Uma parte do tritio e removida do palmitato durante as reagoes 
de desidrogenagao da jS-oxidagao. 0 tritio removido aparece como 
agua tritiada. 

9. Os grupos acil-graxos condensados com CoA no citosol sao primeiro 
transferidos para a carnitina, com liberagao de CoA, e entao trans- 
portados para a mitocondria, onde sao novamente condensados com 
a CoA. Os reservatorios citosolicos e mitocondriais de CoA sao, dessa 
forma, mantidos separados, e a CoA radioativa do reservatorio citoso- 
lico nao entra na mitocondria. 

10. (a) No pombo, predomina a j 8 -oxidagao; no faisao, predomina a glico- 
lise anaerobia do glicogenio. (b) A musculatura do pombo consome 
mais Og. (c) A gordura contem mais energia por grama do que o gli¬ 
cogenio. Alem disso, a degradagao anaerobia do glicogenio e limitada 
pela tolerancia do tecido ao lactato formado. Assim, o pombo, que 
funciona com o metabolismo oxidativo das gorduras, e o voador de 
longa distancia. (d) Essas enzimas sao as reguladoras de suas respec- 
tivas vias e, assim, limitam as taxas de produgao de ATP. 

11. 0 malonil-CoA nao inibiria mais a entrada dos acidos graxos na mi¬ 
tocondria e na j 8 -oxidagao, de forma que poderia ser um ciclo futil 
de sintese simultanea de acidos graxos no citosol e degradagao na 
mitocondria. 

12. (a) A entrada de acidos graxos na mitocondria, mediada pela carni¬ 
tina, e a etapa limitante da velocidade na oxidagao. A deficiencia de 
carnitina reduz a oxidagao dos acidos graxos; a adigao de carnitina 
aumenta a taxa. (b) Todos aumentam a necessidade metabolica da 
oxidagao dos acidos graxos. (c) A deficiencia de carnitina poderia 
ser resultado de uma deficiencia do seu precursor, lisina, ou de um 
defeito em uma das enzimas da biossintese da carnitina. 

13. A oxidagao das gorduras libera agua metabolica; 1,4 L de agua por 
kg de tripalmitoilglicerol (ignorar a pequena contribuigao do glicerol 
para a massa total). 

14. As bacterias podem ser usadas para oxidar completamente os hidro- 
carbonetos em COg e HgO. Contudo, pode ser dificil conseguir contato 
entre os hidrocarbonetos e as enzimas bacterianas. Nutrientes bac- 
terianos como o nitrogenio e fosforo podem ser limitantes e inibir o 
crescimento. 

15. (a) Afj. 136; acido fenilacetico (b) Par. 

16. Uma vez que o reservatorio de CoA mitocondrial e pequeno, essa deve 
ser reciclada a partir de acetil-CoA via a formagao de corpos cetoni- 
cos. Isso permite o funcionamento da via da j 8 -oxidagao, necessaria 
para a produgao de energia. 

17. (a) A glicose gera piruvato via glicdlise, e o piruvato e a principal 
fonte de oxaloacetato. Sem glicose na dieta, a [oxaloacetato] cai, e 
o ciclo do acido citrico reduz a velocidade. (b) De numero impar; 
a conversao do propionato em succinil-CoA fornece intermediarios 
para o ciclo do acido citrico e precursores de quatro carbonos para a 
gliconeogenese. 

18. Para o acido heptanoico de cadeia impar, a j 8 -oxidagao produz propio- 
nil-CoA, que pode ser convertida, em varias etapas, a oxaloacetato, 
um material de partida para a gliconeogenese. Os acidos graxos de 
cadeia par nao mantem a gliconeogenese, porque sao completamente 
oxidados a acetil-CoA. 

19. A j 8 -oxidagao do w-fluoroleato forma fluoracetil-CoA, que entra no 
ciclo do acido citrico e produz fluorcitrato, potente inibidor da aconi- 
tase. A inibigao dessa enzima paralisa o ciclo do acido citrico. Sem os 
equivalentes redutores do ciclo do acido citrico, a fosforilagao oxida- 
tiva (sintese de ATP) e reduzida. 

20. Ser por Ala: bloqueia a j 8 -oxidagao na mitocondria. Ser por Asp: blo- 
queia a sintese dos acidos graxos, estimula a j 8 -oxidagao. 


21. A resposta ao glucagon ou a adrenalina seria prolongada, provocando 
maior mobilizagao de acidos graxos nos adipdcitos. 

22. A enz-FAD, por ter um potencial padrao de redugao mais positive, e 
um aceptor de eletrons melhor do que o NAD^, e a reagao e conduzi- 
da no sentido da oxidagao do acil-CoA-graxo. Esse equilibrio mais fa- 
voravel e obtido com o gasto de 1 ATP; somente 1,5 ATP e produzido 
por cada FADHg oxidado na cadeia respiratoria (vs. 2,5 por NADH). 

23. Nove voltas; o acido araquidico, acido graxo saturado com 20 carbo¬ 
nos, gera 10 moleculas de acetil-CoA, as duas ultimas formadas na 
nona volta. 

24. Ver Figura 17-12. Forma-se [3-^^C]succinil-CoA, que produz oxaloace¬ 
tato marcado no C-2 e no C-3. 

25. Acido fitanico ^ acido pristanico ^ propionil-CoA ^ ^ ^ succi- 
nil-CoA ^ succinato ^ fumarato ^ malato. Todos os carbonos do 
malato seriam marcados, mas C-1 e C-4 teriam somente metade da 
marcagao do C-2 e C-3. 

26. A hidrolise de ATP nas reagoes celulares que requerem energia capta 
agua na reagao ATP -I- HgO ^ ADP -I- P.; assim, no estado estaciona- 
rio, nao ha produgao resultante de HgO. 

27. A metiknalonil-CoA-mutase requer o cofator que contem cobalto for¬ 
mado a partir da vitamina 

28. A perda de massa e de quase 0,66 kg por dia, ou quase 140 kg em 7 
meses. A cetose pode ser evitada pela degradagao de proteinas cor¬ 
porals nao essenciais para suprir os esqueletos de aminoacidos para a 
gliconeogenese. 

29. (a) Os acidos graxos sao convertidos em sens derivados acil-coA por 
enzimas do citoplasma; os acil-CoA sao entao importados para a mi¬ 
tocondria e oxidados. Dado que os pesquisadores utilizaram mitocon- 
drias isoladas, eles tiveram de usar derivados CoA. (b) 0 estearoil- 
-CoA foi rapidamente convertido em nove moleculas de acetil-CoA 
pela via da j 8 -oxidagao. Todos os intermediarios reagiram rapidamen¬ 
te, e nenhum deles foi detectado em niveis significativos. (c) Dois 
ciclos. Cada ciclo remove dois atomos de carbono, assim dois ciclos 
convertem um acido graxo de 18 carbonos em um de 14 carbonos 
mais 2 acetil-CoA. (d) 0 mais alto para o isomero trans do que 
para o cis, de forma que e necessaria maior concentragao do isomero 
trans para a mesma taxa de degradagao. Grosso modo, o isomero 
trans nao se liga tao bem quanto o cis, provavelmente porque dife- 
rengas de forma, mesmo que nao sejam no sitio-alvo para a enzima, 
afetem a ligagao do substrato a enzima. (e) 0 substrate da LCAD/ 
VLCAD e formado de maneira diferente, dependendo do substrato 
em particular; isso e esperado para a etapa limitante da velocidade de 
uma via. (f) Os parametros cineticos mostram que o isomero trans e 
um substrato mais pobre para a LCAD do que o cis, mas existe uma 
diferenga pequena para a VLCAD. Por ser um substrato mais pobre, o 
isomero trans se acumula em niveis mais altos do que o cis. (g) Uma 
via possivel esta mostrada a seguir (indicando “dentro” e “fora” da 
mitocondria). 

Elaidoil-CoA camitina-adltransferase I ^ elaidoil-carnitina transporte 
(fora) (fora) 

elaidoil-carnitina camitina-adltransferase II^ elaidoil-CoA 2 ddos de /3-oxidagao ^ 
(dentro) (dentro) 

5-^ra72s-tetradecenoil-CoA tioesterase ^ 5-^rans-acido tetradecanoico difusao ^ 
(dentro) (dentro) 

5-^ra72s-acido tetradecanoico 
(fora) 

(h)E correto a medida que as gorduras trans sao degradadas com 
menos eficiencia do que as cis e, assim, as gorduras trans podem 
“vazar” para fora da mitocondria. Nao e correto dizer que as gorduras 
trans nao sao degradadas pelas celulas; elas o sao, mas a uma veloci¬ 
dade mais baixa do que as gorduras cis. 
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Capitulo18 


o 


(a) “OOC—CH 2 —C—COO” 


Oxaloacetato 


O 

II 

(b) OOC—CH 2 —CH 2 —C—COO a-Cetoglutarato 

O 

II 

(c) CH 3 —C—COO Piruvato 


(d) 



Fenilpiruvato 


2. Este e um ensaio que utiliza reagoes acopladas. 0 produto da len- 
ta transaminagao (piruvato) e rapidamente consumido na “reagao 
indicadora” subsequente, catalisada pela lactato-desidrogenase, que 
consome NADH. Assim, a velocidade de desaparecimento do NADH 
e uma medida da velocidade da reagao da aminotransferase. A reagao 
indicadora e monitorada pela observagao do decrescimo na absorban- 
cia do NADH a 340 nm, com um espectrofotometro. 

3. Alanina e glutamina desempenham papeis especiais no transporte de 
grupos amino do musculo e de outros tecidos nao hepaticos, respecti- 
vamente, para o figado. 

4. Nao. 0 nitrogenio da alanina pode ser transferido para o oxaloacetato, 
por transaminagao, para formar aspartato. 

5. 15 mols de ATP por mol de lactato; 13 mols de ATP por mol de alani¬ 
na, quando e incluida a remogao do nitrogenio. 

6. (a) 0 jejum resultou em baixos niveis sanguineos de glicose. A admi- 
nistragao subsequente da dieta experimental levou a um rapido cata- 
bolismo de aminoacidos glicogenicos. (b) A desaminagao oxidativa 
causou um aumento nos niveis de NHg; a ausencia de arginina (um 
intermediario do ciclo da ureia) impediu a conversao de NHg em ureia. 
A arginina nao e sintetizada no gato em quantidades suficientes para 
satisfazer as necessidades impostas pelo estresse do experimento. 
Isso sugere que a arginina seja um aminoacido essencial na dieta do 
gato. (c) A ornitina e convertida em arginina pelo ciclo da ureia. 

7. HgO + glutamato + NAD^ ^ a-cetoglutarato + NH 4 ^ + NADH + H^ 
NH 4 ^ + 2ATP + HgO + COg ^ carbamoil-fosfato + 2ADP + Pi + 3H"^ 
Carbamoil-fosfato + ornitina ^ citrulina + Pj + H^ 

Citrulina + aspartato + ATP ^ arginino-succinato + AMP +PPi + H"^ 

Arginino-succinato ^ arginina + fumarato 

Fumarato + HgO ^ malato 

Malato + NAD oxaloacetato + NADH + H^ 

Oxaloacetato + glutamato ^ aspartato + a-cetoglutarato 
Arginina + HgO ^ ureia + ornitina 


9. (a) Uma pessoa em uma dieta contendo apenas proteinas deve uti- 
lizar aminoacidos como principal fonte de combustivel metabolico. 
Uma vez que o metabolismo dos aminoacidos requer que o grupo ami¬ 
no seja removido, por fim gerando ureia, o processo consome quan¬ 
tidades anormalmente grandes de agua para diluir e excretar a ureia 
na urina. Alem disso, eletrdlitos contidos na “proteina liquida” devem 
ser diluidos com agua e excretados. Se a perda diaria de agua pelos 
rins nao estiver equilibrada por uma ingestao suficiente de agua, o 
resultado sera perda liquida da agua corporal. 

(b) Ao se considerar os beneficios nutricionais das proteinas, deve- 
-se ter em mente a quantidade total de aminoacidos, necessaria para 
a sintese proteica, e a distribuigao de aminoacidos nas proteinas da 
dieta. A gelatina contem uma distribuigao de aminoacidos inadequada 
do ponto de vista nutricional. Como grandes quantidades de gelatina 
sao ingeridas e o excesso de aminoacidos e catabolizado, e possivel 
que a capacidade do ciclo da ureia seja excedida, levando a toxicidade 
por amonia. Isso e ainda mais complicado pela desidratagao que pode 
resultar da excregao de grandes quantidades de ureia. Uma combina- 
gao desses dois fatores pode levar ao coma e a morte. 

10. Lisina e leucina. 

11 . (a) Fenilalanina-hidroxilase; dieta com baixo conteudo de fenilalani- 
na. (b) A rota normal para o metabolismo da fenilalanina, via hidroxi- 
lagao, produzindo tirosina, esta bloqueada, e a fenilalanina se acumula. 

(c) A fenilalanina e transformada em fenilpiruvato por transaminagao 
e, a seguir, em fenilactato por redugao. A reagao de transaminagao 
apresenta uma constante de equilibrio de 1,0, e o fenilpiruvato e for- 
mado em quantidades significativas quando a fenilalanina se acumula. 

(d) Em virtude da deficiencia na produgao de tirosina, precursora da 
melanina, o pigmento normalmente presente no cabelo. 

12. 0 catabolismo dos esqueletos carbonados da valina, da metionina e 
da isoleucina esta prejudicado em virtude da ausencia de fungao da 
metilmalonil-CoA-mutase (enzima que utiliza vitamina como co- 
enzima). Os efeitos fisiologicos da perda dessa enzima estao descritos 
na Tabela 18-2 e no Quadro 18-2. 

13. A dieta vegana apresenta carencia de vitamina B^g, levando a um au¬ 
mento de homocisteina e metilmalonato (refletindo deficiencias na 
metionina-sintase e na metilmalonato-mutase, respectivamente) em 
indMduos que adotam essa dieta por varios anos. Na dieta lacto-vege- 
tariana, os laticinios fornecem certa quantidade de vitamina B^g. 

14. As formas geneticas de anemia perniciosa geraknente surgem como 
resultado de defeitos nas vias responsaveis por medlar a absorgao de 
vitamina B^gda dieta (ver Quadro 17-2). Uma vez que suplementos 
dieteticos nao sao absorvidos pelo intestino, essas condigoes sao tra- 
tadas pela administragao intravenosa de suplementos de B^g. 

15. 0 mecanismo e identico aquele da serina-desidratase (ver Figura 18- 
20 a), exceto pelo fato de que o grupo metil adicional de treonina e 
mantido, produzindo a-cetobutirato em vez de piruvato. 

16. 

(a) i^NH 2 —CO—^^NH 2 


2 Glutamato + COg + 4HgO + 2NAD^ + 3ATP ^ 

2 a-cetoglutarato + 2NADH + TH"^ + ureia + 2ADP + 
AMP + PPi + 2 Pi . ( 1 ) 

Reagoes adicionais que devem ser consideradas: 

AMP + ATP ^ 2ADP (2) 

Og + 8 H^ + 2NADH + 6 ADP + 6F,^ 2NAD^ + 6 ATP + 8 H 2 O (3) 
H20 + PPi^2Pi + H^ (4) 

Somando-se as equagoes (1) a (4): 

2 Glutamato + COg + Og + 2ADP + 2P. ^ 

2 a-cetoglutarato + ureia + dHgO + 2ATP 

8 . 0 segundo grupo amino introduzido na molecula da ureia e trans¬ 
ferido a partir do aspartato, que e gerado durante a transaminagao 
do glutamato para 0 oxaloacetato, reagao catalisada pela aspartato- 
-aminotransferase. Aproximadamente metade de todos os grupos 
amino excretados na forma de ureia deve passar pela reagao da aspar- 
tato-aminotransferase, tornando essa aminotransferase a mais ativa 
dessas enzimas. 


(b) OO^^C—CH2—CH2— 

i®NH 

(c) R—NH—C—^®NH2 


O 

(d) R—NH—C—i®NH 2 


(e) Nao identificado 

1®NH2 

I 

(f) OO^^C—C—CH2— 

H 
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17. (a) Isoleucina-> II -^ IV -> I -> V -> III -> acetH-CoA 

+ propionil-CoA. (b) Passo O transaminaQao, sem reagao analoga, 
PLP; @ descarboxilagao oxidativa, analoga a reagao da piruvato-de- 
sidrogenase, NAD^, TPP, lipoato, FAD; © oxidagao, analoga a reagao 
da succinato-desidrogenase, FAD; O hidratagao, analoga a reagao da 
fumarase, sem cofatores; © oxidagao, analoga a reagao da malato-de- 
sidrogenase, NAD^; 0 tiolise (reagao reversa da condensagao aldoli- 
ca), analoga a reagao da tiolase, CoA. 

18. Urn mecanismo provavel seria: 


H OH 

I I 

"OOC—C-C—H 

I I 

■"NH 3 H 

Serina 






0 formaldeido produzido (HCHO) no segundo passo reage rapida- 
mente com tetra-hidrofolato no sitio ativo da enzima, produzindo 
Ar^,A^^^-metiIenotetra-hidrofoIato (ver Figura 18-17). 

19. (a) Transaminagao; sem analogias; PLP. (b) Descarboxilagao oxida¬ 
tiva; analoga a descarboxilagao oxidativa do piruvato em acetil-CoA, 
anteriormente a sua entrada no ciclo do acido citrico, e a descarbo¬ 
xilagao do a-cetoglutarato em succinil-CoA no ciclo do acido citrico; 
NAD"^, FAD, lipoato e TPP. (c) Desidrogenagao (oxidagao); analoga a 
desidrogenagao do succinato em fumarato no ciclo do acido citrico e 
de acil-CoA em enoil-CoA na j8-oxidagao; FAD. (d) Carboxilagao; sem 
analogias no ciclo do acido citrico on na j8-oxidagao; ATP e biotina. 
(e) Hidratagao; analoga a hidratagao do fumarato em malato no ciclo 
do acido citrico e de enoil-CoA em 3-hidroxiacil-CoA na j8-oxidagao; 
sem cofatores. (f) Reagao aldolica reversa; analoga a reagao reversa 
da citrato-sintase no ciclo do acido citrico; sem cofatores. 


20. (a) Leucina; valina; isoleucina. (b) Cistelna (produzida a partir da 
cistina). Se a cistelna for descarboxilada, como mostrado na Figura 
18-6, produzira HgN^—CHg—CHg—SH, que pode ser oxidada, produ¬ 
zindo taurina. (c) 0 sangue colhido em Janeiro de 1957 mostra niveis 
significativamente elevados de isoleucina, leucina, metionina e valina; 
a urina analisada em Janeiro de 1957 mostra niveis significativamente 
aumentados de isoleucina, leucina, taurina e valina. (d) Todos os pa- 
cientes apresentavam niveis altos de isoleucina, leucina e valina, tanto 
no sangue quanto na urina, sugerindo uma deficiencia na degradagao 
desses aminoacidos. Uma vez que a urina tambem continha niveis ele¬ 
vados dos a-cetoacidos correspondentes a esses tres aminoacidos, 0 
bloqueio na via deve ocorrer apos a desaminagao, mas anteriormente 
a desidrogenagao (como mostrado na Figura 18-28). (e) 0 modelo 
nao explica os niveis elevados de metionina no sangue e de taurina 
na urina. Os niveis elevados de taurina talvez ocorram devido a morte 
de celulas nervosas durante o estagio final da doenga. A razao para 
os niveis elevados de metionina no sangue, no entanto, nao e clara; 
a via de degradagao da metionina nao esta ligada com a degradagao 
dos aminoacidos de cadeia ramificada. 0 aumento da metionina po- 
deria ser um efeito secundario do aumento de outros aminoacidos. E 
importante considerarmos que as amostras de Janeiro de 1957 eram 
de um individuo que estava morrendo, de modo que nao e apropria- 
da a comparagao de resultados de testes de sangue e urina com um 
individuo saudavel. (f) A informagao a seguir e necessaria (e foi por 
fim obtida por outros pesquisadores): (1) A atividade da desidroge- 
nase esta significativamente reduzida on ausente em individuos com 
a doenga do xarope de bordo. (2) A doenga e herdada como defeito 
em um unico gene. (3) 0 defeito ocorre em um gene que codifica toda 
on parte da desidrogenase. (4) 0 defeito genetico leva a produgao de 
uma enzima inativa. 

Capitulo19 

1. Reagao (1): (a), (d) NADH; (b), (e) E-FMN; (c) NAD^/NADH e E- 
-FMN/FMNHg. 

Reagao 2: (a), (d) E-FMNHg; (b), (e) Fe^^; (c) E-FMN/FMNHg e Fe^^/ 
Fe^". 

Reagao (3): (a), (d) Fe^"; (b), (e) Q; (c) Fe^^/Fe^"e Q/QHg. 

2. A cadeia lateral torna a ubiquinona soluvel em lipideos e permite sua 
difusao na membrana semifluida. 

3. Pela diferenga no potencial padrao de redugao (A^'°) para cada par 
de meia-reagao, pode-se calcular AG'°. A oxidagao do succinato pelo 
FAD e favorecida pela variagao de energia livre negativa (AG'° = 
—3,7 kJ/mol). A oxidagao pelo NAD"^ requer uma grande variagao de 
energia livre positiva (AG'° = 68 kJ/mol). 

4. (a) Todos os carreadores estao reduzidos; CN” bloqueia a redugao 
do O 2 catalisada pela citocromo-oxidase. (b) Todos os carreadores 
estao reduzidos; na ausencia de Og, os carreadores reduzidos nao sao 
reoxidados. (c) Todos os carreadores estao oxidados. (d) Os carre¬ 
adores iniciais estao mais reduzidos; os carreadores finais estao mais 
oxidados. 

5. (a) A inibigao da NADH-desidrogenase pela rotenona reduz a veloci- 
dade do fluxo de eletrons pela cadeia respiratoria, o que, por sua vez, 
reduz a taxa de produgao de ATR Se essa taxa reduzida nao for capaz 
de suprir as necessidades do organismo por ATP, ele morrera. (b) A 
actinomicina A inibe fortemente a oxidagao da coenzima Q na cadeia 
respiratoria, reduzindo a velocidade de transferencia de eletrons e 
levando as consequencias descritas em (a), (c) Uma vez que a ac¬ 
tinomicina A bloqueia todo o fluxo de eletrons para 0 oxigenio, ela e 
um veneno mais potente do que a rotenona, a qual bloqueia o fluxo de 
eletrons a partir do NADH, mas nao do FADHg. 

6. (a) A velocidade de transferencia de eletrons necessaria para suprir a 
demanda de ATP aumenta, e por isso a relagao P/0 diminui. (b) Uma 
alta concentragao do desacoplador reduz a relagao P/0 para quase 
zero. A relagao P/0 diminui, e e necessario oxidar mais combustivel 
para gerar a mesma quantidade de ATP. 0 calor extra liberado por 
essa oxidagao eleva a temperatura corporal, (c) A atividade aumen- 






